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ABSTRACT 
 
Uterine fibromyomas, also known as leiomyomas or fibroids, are benign smooth muscle 
tumors of the uterus, the most frequent benign tumors at the reproductive age. Although the 
etiology is unclear, sexual steroids, ethnicity, family history, and parity are considered relevant 
factors for their development. Associated morbidity and the excessive costs for the health systems 
represent crucial factors in the establishment of novel studies explaining their genesis and the 
development of the available techniques for their treatment. One of those techniques is 
embolization of the uterine fibroids, an efficient method, with minor risks after procedure. 
Concerning cervical cancer, although the preventive procedures are implemented, still it is one of 
the most common at reproductive age. In this case, HPV infection is needed but not sufficient for 
this pathology development, many cofactors have been identified, like, smoke habits, parity, 
infections with other infectious agents, number of sexual partners, between many others. Due to 
the large incidence of these 2 types of tumors, it is important to study the mechanisms involved, 
to evaluate the efficiency of the treatment techniques and to explain the genetic susceptibilities 
that contribute to their pathogenic development. 
Functional polymorphisms in the genes NOS2/iNOS, NOS3/eNOS and MTHFR are 
involved in the modulation of several events such as angiogenesis, apoptosis, cell cycle, DNA 
methylation, that are crucial factors for the tumors biology. In this project, it was intended to 
elucidate the potential role of genes involved in oxide nitric synthase (NOS2/iNOS, NOS3/eNOS) 
and the related folate metabolism (MTHFR), in the development of these 2 types of tumors. It 
was also intended to evaluate the importance of several parameters related to the embolization.  
Concerning fibromyomas results showed: 1) they are more common at reproductive age, 
preferentially multiple, being the intramural type the most represented; 2) that 1-2 and ≥3 
pregnancies represent protection (OR = 0,009 [0,0001-0,06], p=<0,001; OR = 0,019[0,0002-
0,15], p=<0,001; respectively); 3) there are significant differences in parameters involving in the 
efficiency of embolization – namely the reduction of 50% in the dominant fibromyoma volume 
and 34% in the uterine volume, after the embolization (6 months), a 91% of ischemia in general; 
4) there are a slight tendency (p=0,061) for influence in the development of this tumors of the 
polymorphism present at intron 16 (+88G>T) in NOS2, with no significance values for the odd 
ratios (p=0,065) and significant difference between allelic frequencies (p=0,024) with T allele 
(OR=0,44 [0,21-0,91]) more associated with the protection effect (p=0,028); 5) for the 
polymorphism present  at MTHFR gene (C677T) was significant different between genotype 
distribution and allelic frequencies (p=<0,001 e p=<0,001, respectively), with CT+TT (OR = 0,45 
[0,29-0,69] and the T allele (OR = 0,54 [0,39-0,77], p=<0,001) more associated with the 
protection effect for fibromyomas development (p=<0,001). Nevertheless, when we use a 
population African control results are contradictory, with CT+TT (OR = 2,04 [1,4-3,1], p=0,001) 
and the T allele (OR = 2,7 [1,9-3,9], p=<0,001) more associated with risk effect for fibromyomas 
development.  
Regarding cervical cancer sample of the population we obtained the following significant 
results: 1) smoking habits represent a risk 5,7 times higher for the development of cervical cancer 
(OR=5,7 [2,86-11,2], p=<0,001); 2) more of 1-2 pregnancies represent protection (OR= 0,024 
[0,003-0,186], p=<0,001) compared with the pathology; 3) for the polymorphism (27-bp VNTR) 
present at NOS3/eNOS gene, show a significant diference between genotype distribution 
(p=0,032), with no significance values for the odd ratios. For the other studied polymorphisms, 
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we didn’t find significant differences between fibromyomas and cervical cancer compared with 
controls (P>0,05). 
This work represents a contribution for the importance of studies of the embolization 
technique and involves the first approach influence of polymorphism variation of these genes in 
the development of fibromyomas. For cervical cancer, this study also reinforces the need for more 
research about the influence of the nitric oxide metabolism in this type of cancer.  
 
Keywords: Gynecological tumors, NOS2, NOS3, MTHFR, EFU 
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RESUMO 
 
Os fibromiomas uterinos, leiomiomas ou fibróides, são tumores benignos do músculo liso 
uterino, sendo mais comuns durante a idade reprodutiva. Apesar da sua etiologia pouco clara, os 
esteróides sexuais, a etnia, o histórico familiar e a paridade, são alguns dos fatores associados ao 
seu desenvolvimento. A morbilidade e os elevados custos para os sistemas de saúde revelam a 
importância dos estudos que envolvem a sua génese e as técnicas de tratamento disponíveis. Uma 
dessas técnicas é a embolização dos fibromiomas uterinos, que tem revelado ser eficiente e 
resulta, em norma, em menores riscos pós-procedimento. O carcinoma do colo do útero, apesar 
das medidas preventivas, ainda é considerado um dos cancros mais comuns em idade reprodutiva. 
A infeção por HPV é necessária, mas não suficiente para o seu desenvolvimento, estando vários 
cofatores atualmente identificados, como os hábitos tabágicos, a paridade, as infeções com outros 
agentes infeciosos e o número de parceiros sexuais, entre outros. Devido à larga incidência e 
prevalência destes 2 tipos de tumores, é importante estudar os mecanismos que estão envolvidos 
na sua patogenia, avaliar as técnicas que vão surgindo, assim como identificar alguns aspetos da 
suscetibilidade genética para o seu desenvolvimento e progressão. 
Polimorfismos funcionais nos genes NOS2/iNOS, NOS3/eNOS e MTHFR modulam 
aspetos da tumorigénese como a angiogénese, a apoptose, o ciclo celular e a regulação e 
epigenética por metilação do ADN, fatores marcantes da biologia dos tumores, quer benignos 
quer malignos. Neste projeto, pretendeu-se, elucidar o papel de genes envolvidos na síntese de 
óxido nítrico (NOS2/iNOS, NOS3/eNOS) e no metabolismo do folato (MTHFR) no 
desenvolvimento e progressão de ambas as patologias, assim como analisar os parâmetros 
relacionados com o sucesso da técnica de embolização em mulheres com fibromiomas. 
Verificaram-se resultados significativos para algumas análises entre os parâmetros 
fenotípicos e as variantes genéticas, para ambas as patologias. Para a população composta por 
mulheres com fibromiomas, verificaram-se os seguintes resultados: 1) são tumores benignos mais 
prevalentes em idade fértil, múltiplos e os intramurais são os mais comuns; 2) o número de 1-2 e 
≥3 gravidezes associam-se a proteção (OR = 0,009 [0,0001-0,06], p=<0,001; OR = 0,019 [0,0002-
0,15], p=<0,001; respetivamente); 3) diferenças significativas nos parâmetros resultantes do 
efeito da técnica de embolização dos fibromiomas – tais como, a redução de 50% na mediana do 
volume do fibromioma dominante e de 34% no uterino; o valor da mediana para o grau de 
isquemia obtido foi de 91%. 4) encontrou-se uma tendência (p=0,061) para diferença na 
distribuição genotípica do polimorfismo presente no intrão 16 (+88G>T) do gene NOS2/iNOS2 
relativamente aos controlos, sem valores significativos para o risco associado (p=0,065) e 
diferenças significativas para a distribuição alélica (p=0,024) com o alelo T (OR=0,44 [0,21-0,91] 
associado a proteção (p=0,028); 5) encontraram-se diferenças significativas na distribuição 
genotípica e alélica (p=<0,001 e p=<0,001, respetivamente) para o polimorfismo, C677T, do gene 
MTHFR, com CT+TT (OR = 0,45 [0,29-0,69] e do alelo T [OR = 0,54 [0,39-0,77], p=<0,001) - 
associando-se a proteção no desenvolvimento de fibromiomas. Apesar disso, quando recorremos 
a uma população controlo de origem Africana, para CT+TT (OR = 2,04 [1,4-3,1], p=0,001) e para 
o alelo T (OR = 2,7 [1,9-3,9], p=<0,001) mais associado a risco no desenvolvimento de 
fibromiomas.  
Para a população composta por mulheres com carcinoma do colo do útero, verificaram-
se os seguintes resultados: 1) os hábitos tabágicos representam um risco 5,7 vezes superior no 
desenvolvimento de carcinoma do colo do útero (OR=5,7 [2,86-11,2]), p=<0,001, relativamente 
v 
 
às mulheres sem hábitos tabágicos. 2) o número de 1-2 gravidezes representam proteção (OR= 
0,024 [0,003-0,186]), p=<0,001; 3) encontraram-se diferenças significativas na distribuição 
genotípica (p=0,032) do polimorfismo presente no intrão 4 do gene da NOS3/eNOS – apesar 
disso, sem valores significativos para o risco associado. Para os restantes polimorfismos 
estudados, não se encontraram diferenças significativas entre as populações consideradas. 
 Este trabalho é uma contribuição para uma primeira abordagem genética para os 
polimorfismos considerados, tanto quanto se conhece na literatura, para os fibromiomas. Também 
reporta uma potencial influência do metabolismo do folato no desenvolvimento de fibromiomas. 
Para o carcinoma do colo do útero, representa um contributo para a investigação do papel do 
óxido nítrico na sua biologia é necessária e reforça a importância do seu estudo devido ao seu 
papel multifatorial e complexo. 
 
Palavras-chave: Tumores ginecológicos, NOS2, NOS3, MTHFR, EFU 
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1.1 Útero – Anatomia geral 
 
O útero é um órgão de dimensão variável e essencial na reprodução humana, constituído 
por paredes espessas e contráteis, normalmente localizado na parte anterior da cavidade pélvica. 
Na sua porção superior localiza-se o corpo e na porção inferior, o colo do útero.  
Na sua arquitetura básica é possível identificar 3 camadas, da periferia para a 
profundidade: a túnica serosa (perimétrio), a túnica muscular (miométrio) e a túnica mucosa 
(endométrio). O perimétrio corresponde ao peritoneu visceral, que reveste grande parte do útero; 
o miométrio, é composto por fibras musculares lisas dispostas em feixes, separados por fibras 
colagénicas; o endométrio é a camada que reveste internamente a cavidade do útero em contacto 
íntimo com o miométrio, que varia com o estimulo hormonal, apresentando durante o ciclo 
menstrual 3 fases distintas: a proliferativa, a secretora e a menstrual (Conceição, 2005). 
 
1.2 Tumores – Características gerais 
 
Designamos por tumor o conjunto de células que perderam a capacidade de responder aos 
mecanismos que controlam o seu crescimento e apresentam, por isso, um crescimento anormal. 
Podemos considerar 2 tipos de tumores (Radić et al. 2004):  
• benignos – podem surgir em qualquer tipo de tecido, crescem localmente e tendem a 
causar lesões através de pressão/obstrução (por exemplo, os fibromiomas); 
• malignos – subdivididos em in situ, quando são intraepiteliais e lá permanecem; e 
carcinomas, quando possuem capacidade invasiva do tecido conjuntivo. Estes tumores 
são dependentes de nutrientes providenciados pela corrente sanguínea e alguns possuem 
a capacidade de produzir proteínas que, à distância, estimulam a angiogénese, para além 
da capacidade de atingir outros tecidos através da produção de metástases.  
 
Existem vários fatores, denominados de carcinogénicos, capazes de influenciar o 
desenvolvimento de tumores, principalmente os malignos. Estes fatores podem ser agentes 
químicos e/ou físicos, como por exemplo, a radiação (Radić et al. 2004). A interação entre os 
fatores intrínsecos e extrínsecos permite compreender a complexidade dos mecanismos 
envolvidos na tumorigénese e estabelecer padrões de risco, bem como desenvolver terapêuticas 
adequadas. 
Durante o ciclo reprodutivo, a gravidez e a menopausa, o miométrio sujeita-se a alterações 
dimensionais e celulares, adaptando-se a várias condições fisiológicas e patológicas. Estas e 
outras alterações morfológicas são também encontradas em condições tumorais (Ligon e Morton, 
2001; Ciarnela et al. 2011). Neste trabalho, focamos o nosso estudo em 2 tipos de tumores 
ginecológicos, benignos e malignos (fibromiomas e carcinomas do colo do útero, 
respetivamente).  
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1.3 Fibromiomas uterinos 
 
1.3.1 Características gerais  
 
Em 1783, Matthew Baille descreveu pela primeira vez os fibromiomas uterinos, também 
vulgarmente denominados por miomas, fibróides, leiomiomas, leiomiofibromas e 
fibroleiomiomas (Okolo, 2008). Os fibromiomas são tumores benignos que se geram a partir das 
células do músculo liso uterino ou, em determinados casos, das células que compõem os vasos 
sanguíneos que atravessam esse músculo, sendo compostos essencialmente por matriz 
extracelular que contém colagénio, fibronectina e proteoglicanos (Wallach e Vlakos, 2004; 
Parker, 2007; Simms-Stewart e Fletcher, 2012). 
Estes tumores apresentam alta heterogeneidade, dada a grande variabilidade no seu 
tamanho, número (únicos a múltiplos) e localização, denominando-se (Anexo I - Figura 
Suplementar 8.1):  
• intramurais – quando se desenvolvem dentro da parede uterina;   
• submucosos – quando se desenvolvem a partir das células do miométrio que se localizam 
na transição entre o endométrio e o miométrio; 
• subserosos – quando se desenvolvem na superfície externa da serosa;  
Eventualmente, alguns fibromiomas podem desenvolver-se sob a forma de pedúnculo, 
designando-se fibromiomas pedunculados (Wallach e Vlakos, 2004; Khan et al. 2014). 
 
1.3.2 Epidemiologia  
 
Os fibromiomas são considerados os tumores ginecológicos benignos mais comuns nas 
mulheres em idade reprodutiva, pouco comuns antes da menarca e com tendência a regredir após 
a menopausa (Cramer e Patel, 1990; Wallach e Vlakos, 2004; Okolo, 2008; Zimmermann et al. 
2012).  
 
Os estudos epidemiológicos realizados nos últimos anos têm como pretensão avaliar 
fatores potencialmente envolvidos no seu desenvolvimento, tais como: a idade, a idade da 
menarca, a paridade, os hábitos tabágicos, a etnia, a dieta, a obesidade, os contracetivos hormonais 
e o consumo de álcool e cafeína (Ross et al. 1996; Marshall et al. 1998; Chiaffarino et al. 1999; 
Baird et al. 2003; Flake et al. 2003; Baird et al. 2006; Parazzini et al. 2006; Parker, 2007; Wise 
et al. 2007; Laughlin et al. 2010).  
Ainda assim, a maioria dos estudos apresenta resultados controversos, que carecem de 
mais investigação e discussão, havendo, no entanto, alguns fatores que recolhem consenso e 
unanimidade, tais como: a idade da menarca, devido à sua importância na exposição hormonal e, 
como tal, quanto mais precoce for a menarca maior parece ser o risco para o desenvolvimento de 
fibromiomas (Edwards et al. 2012); a etnia, uma vez que, os fibromiomas são mais comuns em 
mulheres de origem africana (Baird et al. 2003); a paridade, uma vez que, mulheres nulíparas 
apresentam maior risco associado, enquanto que o aumento do número de gravidezes tende a ser 
protetor (Doridot et al. 2001; Hanafi et al. 2005); predisposição genética, uma vez que os 
fibromiomas são 2.2-3.47 vezes mais frequentes em familiares de pessoas que desenvolveram 
estes tumores (Lumbiganon et al. 1995; Vikhlyaeva et al. 1995); a hipertensão, uma vez que, 
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mulheres hipertensas tendem a ter maior predisposição para desenvolver fibromiomas, sugerindo 
que os mecanismos envolvidos possam estar correlacionados (Luoto et al. 2001); a obesidade, 
uma vez que o excesso de gordura corporal promove alterações no metabolismo das hormonas 
esteroides, resistência à insulina (IR) e diminuição dos níveis de globulina transportadora de 
hormonas sexuais (SHBG) (Faerstein et al. 2001). A hiperinsulinemia associa-se a maiores níveis 
de fator de crescimento (IGF-1) e de fator de crescimento epidérmico, influenciando o 
desenvolvimento de fibromiomas através do aumento da secreção de hormonas ováricas e/ou 
atuando diretamente nas células do músculo liso do miométrio, promovendo a sua proliferação 
(Eckel et al. 2005; Hebbar et al. 2014).  
Apesar de se terem identificado mecanismos que afetam a migração do esperma, 
transporte do óvulo e implantação do embrião em mulheres com fibromiomas (Richards et al. 
1998), correlacionar a patologia com infertilidade ainda é uma questão controversa (Somigliana 
et al. 2007). No entanto, a existência de fibromiomas pode influenciar o sucesso dos tratamentos 
de reprodução medicamente assistida (Farhi et al. 1995; Eldar-Geva et al. 1998; Stovall et al. 
1998).  
 
1.3.3 Etiologia  
 
A grande maioria dos fibromiomas são assintomáticos tornando o estudo da sua génese e 
o do desenvolvimento de padrões de risco difíceis de extrapolar (Zimmermann et al. 2012). Ainda 
assim, sabe-se que têm uma forte dependência hormonal, visto que se desenvolvem durante os 
anos reprodutivos e tendem a regredir após a menopausa. Outro aspeto que apoia essa 
dependência é o uso de agonistas de GnRH no controlo dos fibromiomas, conduzindo à sua 
redução, uma vez que, a GnRH estimula a libertação de LH e FSH, que consequentemente 
conduzem à produção de esteroides sexuais (West et al. 1987; Conn e Crowley, 1994; Rein et al. 
1995; Maruo et al. 2004; Ishikawa et al. 2010; Wise et al. 2016). Os estrogénios estimulam a 
expressão de fatores angiogénicos no miométrio e no tecido dos fibromiomas (Tal e Segars, 
2013). Em projetos realizados anteriormente no nosso laboratório, verificou-se que as 
concentrações de estradiol eram mais elevadas nas mulheres com fibromiomas, apoiando a 
hipótese de que o seu desenvolvimento tem uma forte dependência hormonal (Castelão, 2014; 
Martins, 2014).  
 
Nas últimas décadas, vários fatores surgiram como potencialmente envolvidos no 
desenvolvimento de fibromiomas, desde os genéticos e epigenéticos, aos hormonais (estrogénios, 
progesterona), fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, componentes de matriz extracelular 
e sistema imune (Matsuo et al. 1999; Arici e Sozen, 2000; Wynn e Barron, 2010; Fallowfield et 
al. 2007; Wegienka et al. 2012; Islam et al. 2013; Gallagher e Morton, 2016).  
Uma das hipóteses apontadas para a formação dos fibromiomas sugere que, a hipóxia que 
ocorre no endométrio durante a menstruação poderá promover a transição de miócitos normais 
para anormais conduzindo à formação de fibromiomas, uma vez que as células respondem às 
lesões e/ou a isquemia com o aumento da proliferação celular. O efeito benéfico da paridade nos 
fibromiomas também apoia a contribuição da hipóxia porque representa uma diminuição dos 
ciclos menstruais (Zhou et al. 2011).  
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O processo inflamatório também surge como um potencial fator de risco; uma vez que, 
mulheres com infeções, quer relacionadas com o uso de dispositivo intrauterino (DIU) quer por 
Clamídia, têm maior risco de desenvolver fibromiomas (Abdulkader et al. 2002).  
Os fibromiomas podem tornar-se malignos e agressivos (sarcomas), mas é extremamente 
raro (<0,1%), dado que a maioria dos últimos surge de novo, maioritariamente em mulheres pós-
menopáusicas (Morton, 1998). 
 
1.3.4 Sintomas, diagnóstico e tratamento  
 
Os sintomas variam consoante a localização e o tamanho dos fibromiomas, 
nomeadamente no que se refere a padrões hemorrágicos anormais, a pressão, a dor na região 
pélvica, ao surgimento de massas na zona pélvica, a complicações obstétricas, a malignidade e a 
associações raras (ascite, policitemia, síndromes familiares) (Coronado et al. 2000; Fleischer et 
al. 2008; Sabry e Al-Hendy, 2012).  
A sua deteção, principalmente os de maiores dimensões, pode ocorrer através de exame 
ginecológico, sendo necessário recorrer a técnicas de imagiologia para um diagnóstico definitivo, 
bem como, fazer diagnóstico diferencial para excluir outras patologias como as neoplasias 
ováricas, os abcessos salpingo-ováricos, a endometriose e anomalias congénitas (Fields e 
Neinstein, 1996; Parker, 2007).  
As estratégias de abordagem são individualizadas, uma vez que dependem de 
características como a gravidade dos sintomas, a localização, o tamanho, o número de lesões e 
têm em conta fatores médicos e sociais, incluindo a idade, a paridade, o desejo/vontade de 
gravidez futura, a possibilidade de malignidade, a proximidade cronológica da menopausa e o 
desejo de preservação uterina (Khan, 2014).  
A terapia poderá ser expectante (vigia), médica ou cirúrgica. Na terapia médica o recurso 
a anovulatórios orais, análogos da hormona libertadora das gonadotrofinas (GnRH), 
progestagénicos, anti-progestagénicos e anti-inflamatórios não esteroides (AINE’s), permitem um 
controlo eficaz dos fibromiomas uterinos (Maheux et al. 1985; Sankaran e Manyonda, 2008; 
Zimmermann et al. 2012). Contudo, apesar das vantagens, existem efeitos secundários 
associados, tais como: o défice profundo de estrogénios, a diminuição da densidade mineral óssea, 
sintomas menopáusicos e amenorreia (Wallach e Vlakos, 2004)  ̶  fazendo da terapia médica uma 
abordagem/medida mais comummente temporária em mulheres na peri-menopausa ou como 
estratégia de redução dos tumores antes da cirurgia (Goodwin et al. 1999); na terapia cirúrgica, 
as técnicas mais comuns são a histerectomia e a miomectomia. Na histerectomia, na qual se 
recorre à excisão total do útero – sendo, por isso, um tratamento definitivo – verificam-se 
consequências sérias na fertilidade da mulher. Por outro lado, a miomectomia permite preservar 
a fertilidade, funcionando como uma alternativa. (Ravina et al. 1995). Apesar da maior 
preservação uterina, a miomectomia associa-se ao aumento de perdas sanguíneas, da duração 
cirúrgica, da dor, da morbilidade pós-cirúrgica e dos períodos de permanência hospitalar face à 
histerectomia. Cerca de vinte a 25% das mulheres sujeitas a miomectomia acabam por necessitar 
de uma histerectomia (Goodwin et al. 1997; Goodwin et al. 1999; Simms-Stweart e Fletcher, 
2012). Existem outras opções disponíveis, nas quais se inclui a embolização dos fibromiomas 
uterinos (EFU), entre outras, como a ecografia de alta frequência, o recurso a laser, a crioterapia 
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e a termo-ablação (Wallach e Vlakos, 2004; Sabry e Al-Hendy, 2012; Simms-Stweart e Fletcher, 
2012). 
 
1.3.4.1 EFU - Embolização dos fibromiomas uterinos 
 
Na década de 90, o Dr. Ravina sugeriu o recurso à embolização nos casos de fibromiomas 
uterinos sintomáticos (Ravina et al. 1995), uma vez que, já era utilizada com sucesso no 
tratamento de massas pélvicas hipervasculares de vários tipos, incluindo a gravidez abdominal, a 
gravidez cervical e malformações arteriovenosas (Goodwin et al. 1997). Desde então que vários 
estudos têm sido publicados demonstrando a eficácia deste procedimento na redução do volume 
dos fibromiomas, do útero e dos sintomas associados (Worthington-Kirsch et al. 1998; Goodwin 
et al. 1999; Pelage et al. 2000; Pron et al. 2003). 
Esta técnica (Anexo I - Figura suplementar 8.2) consiste no bloqueio do suplemento 
sanguíneo dos fibromiomas através do recurso a agentes embólicos (Burbank, 2004; Simms-
Stweart e Fletcher, 2012) que provocam isquemia e, consequentemente, a redução dos 
fibromiomas. Surge como boa alternativa aos procedimentos cirúrgicos anteriormente referidos, 
uma vez que é um procedimento pouco invasivo, permite preservar o útero e requer pouco tempo 
de recuperação (Goodwin et al. 1997; Godwin et al. 1999; Pisco et al. 2011).  
Em relação à intervenção em futuras gravidezes, a técnica é aparentemente segura (Pisco 
et al. 2011). O impacto da utilização de radiação, do material permanentemente implantado e o 
seu possível efeito na fertilidade ainda são alvo de discussão, apesar de, aparentemente, não 
representarem grande perigo quando a técnica é realizada em condições normais (Goodwin et al. 
1999; Andrews e Brown, 2000; Nikolic et al. 2000).  
Os fibromiomas representam um problema de saúde pública devido ao seu impacto 
negativo na vida quotidiana, influenciando o comportamento sexual, social e laboral das mulheres 
afetadas; bem como, devido aos custos que representam para os serviços de saúde (Velebil et al. 
1995; Zhao et al. 1999; Flynn et al. 2006; Cardozo et al. 2012), sendo a investigação dos 
mecanismos de desenvolvimento, fatores de risco e o desenvolvimento de novas terapêuticas 
crucial.  
 
1.4 Carcinoma do colo do útero 
 
1.4.1 Características gerais 
 
A descoberta da relação entre a infeção pelo Vírus do Papiloma Humano (da sigla inglesa, 
HPV) e o desenvolvimento da patologia maligna no colo do útero teve de tal forma impacto na 
comunidade científica que resultou num prémio Nobel em 2008, atribuído ao Dr. Harald Zur 
Hausen (Franco et al. 2012).   
O colo do útero é suscetível à infeção pelo HPV devido à sua exigência fisiológica, forte 
influência hormonal e/ou infeções por outros agentes. Em muitos países, a infeção por HPV é 
considerada a infeção sexualmente transmissível mais comum e o carcinoma do colo do útero um 
dos mais frequentes entre as mulheres, sendo a presença do vírus necessária, mas não suficiente 
para o seu desenvolvimento (Bosch et al. 2002; Jemal et al. 2011; De Martel et al. 2012; Forman 
et al. 2012).  
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O rastreio do carcinoma do colo do útero tem revelado sucesso em termos de redução da 
mortalidade, uma vez que permite uma maior deteção de cancros invasivos em fases precoces, 
bem como a deteção e tratamento de lesões pré-invasivas (Saslow et al. 2012; Hutter e Decker, 
2016).  
Apesar de cerca de 90% dos cancros associados a HPV ocorrerem no colo do útero 
(Forman et al. 2012)   ̶  sendo que, 2/3 representam carcinomas das células pavimentosas e 1/3 
adenocarcinomas (Vizcaino et al. 1998)   ̶ existe também uma forte relação com o 
desenvolvimento de outros tumores malignos, nomeadamente na cavidade oral, na orofaringe, no 
ânus e no pénis (Frisch et al. 1997; D’Souza et al. 2007; Heideman et al. 2007; Alemany et al. 
2015; Vaccarella et al. 2013). 
 
1.4.2 Epidemiologia: HPV-Carcinoma do colo do útero  
 
A infeção pelo HPV é a mais comum a nível global e a maioria dos indivíduos 
sexualmente ativos, de ambos os sexos, acabará por adquirir o vírus em algum período da sua 
vida com um risco associado de 50-80% (Koutsky, 1997; Walboomers et al. 1999; Forman et al. 
2012). O HPV apresenta uma distribuição geográfica notável, com elevada prevalência no leste 
de África e nas Caraíbas, sendo menos comum na Austrália e na Ásia ocidental. As 3 variantes 
mais comuns (16, 18 e 45) possuem maior incidência em mulheres jovens, decrescendo com o 
aumento da idade. Apesar disso, há estudos que indicam a ocorrência de um 2º pico de incidência 
em mulheres com idade igual ou superior a 45 anos, podendo dever-se a alterações no sistema 
imune, a alterações nos comportamentos sociais e sexuais e/ou a efeitos específicos do 
período/coorte (De Sanjosé et al. 2007).  
 
A maioria dos carcinomas do colo do útero ocorre em regiões subdesenvolvidas, sendo o 
risco 3-4 vezes mais elevado do que em regiões desenvolvidas (Canavan e Doshi, 2000; Ferlay et 
al. 2014; WHO, 2016). Anteriormente, foi considerado o 2º cancro mais frequente em mulheres 
(Brosch et al. 2002), sendo que, em 2012, com uma estimativa de 530 mil novos casos (WHO, 
2016) e 266 mil mortes a nível mundial, passou a ser considerado o 4º cancro mais incidente, 
apenas ultrapassado pelos cancros da mama, do pulmão e do colón (Vaccarella et al. 2013).  
A nível europeu, em 2012, estimaram-se cerca de 58 mil novos casos, representando o 6º 
cancro mais reportado em mulheres (Ferlay et al. 2013). Em Portugal, existem cerca de 4.7 
milhões de mulheres em risco (≥15 anos) e estima-se que, por ano, sejam reportados cerca de 720 
casos e 390 mortes, fixando-se a taxa de incidência em 13.1 a cada 100 mil mulheres (Bruni et al. 
2016). A vacinação contra o HPV foi introduzida no país em 2009, sendo o carcinoma do colo do 
útero o 7º mais incidente (6º com maior mortalidade) e o 2º mais comum em mulheres em idade 
reprodutiva (15-44 anos) (Vaccarella et al. 2013; Bruni et al. 2016).  
A redução a que temos assistido relaciona-se provavelmente com a boa aplicação de 
planos de ação preventivos nos sistemas de saúde, permitindo detetar lesões prematuramente, 
evitando a progressão para formas mais agressivas. Apesar de em 2016 a vacinação já se encontrar 
implementada em 65 países, na maioria dos países desenvolvidos, é necessário reforçar o apoio e 
aplicar programas preventivos em África e na Ásia, onde a incidência e a mortalidade ainda são 
muito elevadas (WHO, 2016a).  
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1.4.2.1 Etiologia, HPV e progressão  
 
Ao contrário de outras infeções que também se associam ao desenvolvimento de 
patologias malignas, como as provocadas pela Helicobacter pylori e as hepatites B e C, o HPV é 
quase exclusivo de transmissão sexual (Forman et al. 2012). Existem centenas de variantes de 
HPV que se dividem em cutaneotrópicas e/ou mucosotrópicas. As variantes 16, 18, 31, 33, 35, 
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 são as mais relevantes clinicamente, uma vez que, são as mais 
associadas a fenótipos malignos e, por isso, designadas por altamente 
carcinogénicas/oncogénicas. As variantes menos agressivas, que geralmente se associam ao 
desenvolvimento de verrugas, são a 6 e a 11 (Clifford et al. 2006; Snijders et al. 2006; 
Castellsagué, 2008; Stanley, 2010; Mirabello et al. 2016).  
 
As partículas de HPV consistem 
em moléculas de ADN circular com cerca 
de 8 Kb (Figura 1.1), em dupla hélice e 
protegidas por uma cápside constituída 
por 2 proteínas  ̶  L1 e L2. O genoma pode 
dividir-se em 3 regiões: uma região não 
codificante (LCR – Long Control Region) 
e duas unidades transcritas e traduzidas: a 
região precoce (E) e a região tardia (L). 
Na região precoce localizam-se genes 
(E1-E7) responsáveis pela replicação do 
ADN viral (E1 e E2), transcrição (E2), 
maturação e libertação das partículas 
(E4), transformação celular (E5, E6 e E7) 
e imortalização celular (E6 e E7). Na 
região tardia, como já referido, 
localizam-se genes (L1 e L2) 
responsáveis pela formação da cápside. 
A região LCR (entre L1 e E6) envolve-
se na regulação da replicação e expressão génica (Hausen, 1996; Munger et al. 2004; Munoz et 
al. 2006; Leto et al. 2011). 
A oncoproteina E6 estimula a degradação da p53 – proteína supressora de tumores – 
inibindo a reparação do ADN e induzindo a apoptose. Por outro lado, a oncoproteina E7 inibe a 
pRb (proteína retinoblastoma) – proteína reguladora da divisão celular – envolvida no bloqueio 
da atividade de fatores de transcrição, conduzindo ao crescimento desregulado (Scheffner et al. 
1990; Kumar et al. 2015). 
As células normais do epitélio pavimentoso crescem de forma estratificada, com forte 
divisão celular na camada basal, resultante de células estaminais. Após a divisão, uma das células 
filhas migra no sentido do epitélio e passa por um processo de diferenciação, enquanto que as que 
permanecem na camada basal apresentam um baixo índice de actividade celular. Através da 
análise da Figura 1.2, é possível compreendermos como o vírus se estabelece no hospedeiro e 
como ocorre a transformação até formas agressivas (Munoz et al. 2006).  
Figure 1.1 Genoma do papilomavirus humano (HPV). Estrutura 
circular de dupla cadeia com aproximadamente 8 Kb. 6 ORFs 
precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e 2 ORFs tardias (L1 e L2) 
(Adaptado de Narisawa-Saito e Kiyono, 2007). 
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O HPV encontra-se extremamente adaptado aos tecidos do hospedeiro (constituído por 
células diferenciadas do epitélio da pele ou da mucosa) usando a sua maquinaria celular. As 
partículas virais afetam inicialmente a camada basal do epitélio através de microfissuras ou lesões 
e migram para o interior das células. Nas células infetadas, níveis residuais de ADN viral são 
sintetizados atingindo um número de cópias epissomais de aproximadamente 50-100 genomas 
por célula. Os genes precoces, E1 e E2, suportam a replicação do ADN viral para que as células 
estaminais infetadas se possam manter na lesão por longo período de tempo (Munoz et al. 2006; 
Narisawa-Saito e Kiyono, 2007). 
 
Enquanto as células filhas infetadas migram para camadas superiores, os genes tardios 
(L) são expressos e iniciam uma fase vegetativa do ciclo, resultando em elevados níveis de 
amplificação do genoma viral. E5, E6 e E7 tornam o ambiente propício, chegando, por vezes, a 
induzir a síntese de ADN celular para evitar a apoptose. Nas camadas superiores do epitélio, o 
ADN viral é colocado em cápsides e os viriões são libertados tirando vantagem da desintegração 
das células epiteliais que ocorre como consequência da renovação natural das suas camadas 
superficiais. Como os viriões são produzidos nas camadas superiores do epitélio, escapam 
facilmente ao sistema imune. Este ciclo pode levar cerca de 2-3 semanas, o tempo que um 
queratinócito basal leva a diferenciar-se e a mover-se para as camadas superficiais (Munoz et al. 
2006; Narisawa-Saito e Kiyono, 2007).  
 
Figura 1.2 Localização no epitélio pavimentoso dos principais estádios do ciclo de vida do papiloma vírus 
humano (HPV). As células-filhas das células estaminais epiteliais dividem-se ao longo da membrana basal acabando 
por se maturar verticalmente através do epitélio sem mais divisões (lado direito da figura). Após a entrada do HPV, dá-
se a introdução nas células estaminais na camada basal do epitélio e ocorre a expressão de proteínas virais não 
estruturais. Na presença destas, a população de células em divisão expande-se verticalmente, mas a diferenciação 
epitelial é reduzida, não se completando. Proteínas víricas são expressas ao longo da diferenciação e os viriões maduros 
são produzidos apenas nas camadas mais superficiais do epitélio (lado esquerdo da figura). As células apresentadoras 
do antigénio (APCs) são eliminadas no epitélio infetado pelo vírus (Adaptado à língua portuguesa de Muñoz et al. 
2006). 
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Da infeção ao desenvolvimento da neoplasia maligna podemos considerar 4 etapas: 
transmissão do HPV, persistência viral, progressão das células infetadas para lesões pré-
cancerígenas e invasão (Schiffman et al. 2007). A integração do ADN viral no genoma nas células 
do hospedeiro é um evento raro, mas, quando ocorre, a transformação carcinogénica progride.  
Contudo, apesar da maioria das mulheres ser infetada por HPV, geralmente não há 
progressão para carcinoma do colo do útero, verificando-se uma regressão das lesões nos meses 
seguintes devido à intervenção imunológica (Walboomers et al. 1999; Hausen et al. 2002). A 
patogénese do carcinoma do colo do útero parece estar, então, dependente de um variado leque 
de cofatores (Bosch et al. 2002; Castellsagué et al. 2002; Daling et al. 2002; Munoz et al. 2006), 
tais como: os ambientais/exógenos (por exemplo, o uso prolongado de contracetivos hormonais, 
o consumo tabágico, a dieta, a paridade e a coinfecção com outros agentes sexualmente 
transmissíveis), os cofatores virais (infeção por outros agentes virais com potencial oncogénico 
do tipo de HPV(s), concentração viral e integração viral) e, ainda, os cofatores endógenos 
(hormonas endógenas, o uso de preservativo, parceiros múltiplos, o início precoce da atividade 
sexual e a genética) (Bosch et al. 2002; Castellsagué et al. 2002; Daling et al. 2002; Munoz et al. 
2006; Bicho et al. 2009; Silva et al. 2013; Burchell et al. 2014; Roura et al. 2014).  
 
1.4.3 Sintomas, diagnóstico e prevenção  
 
Os sintomas, quando existentes, tendem a surgir nas fases mais avançadas do tumor e 
podem ser comuns a um variado leque de patologias. As mulheres com carcinoma do colo podem 
apresentar irregularidades menstruais, hemorragias vaginais anormais, dor na região pélvica, 
fadiga, perdas de peso e apetite, desconforto vaginal e/ou odores anormais (WHO, 2016a).     
Atualmente, existem 3 técnicas de rastreio: citologia convencional/meio líquido, aspeto 
visual com recurso a ácido acético (da sigla inglesa, VIA) e o teste HPV para pesquisa de variantes 
de alto risco (WHO, 2016); a citologia permite detetar o crescimento anormal das células 
pavimentosas, denominando-se por neoplasia intraepitelial cervical (da sigla inglesa, CIN). O 
grau pode variar de 1 a 3, consoante a espessura do epitélio cervical composto por células 
anormais. Assim, à medida que a infeção persiste e se integra pode conduzir a precursores 
cancerígenos: neoplasia intraepitelial cervical moderada ou severa (das siglas inglesas, CIN2 e 
CIN3, respetivamente) ou adenocarcinoma in situ (da sigla inglesa, AIS) (Hutter e Decker, 2016; 
Zhao et al. 2016). Posteriormente, adotou-se o Sistema Bethesda, que classifica as lesões como 
lesões intraepiteliais pavimentosas (da sigla inglesa, SIL) – subdivididas em baixo grau e elevado 
grau (das siglas inglesas, LSIL e HSIL, respetivamente), células atípicas de significado 
indeterminado (da sigla inglesa, ASC-US), células atípicas sem excluir lesão intraepitelial de alto 
grau (da sigla inglesa, ASC-H) e carcinoma invasivo (Nayar e Wilbur, 2015).  
Atualmente, já existem 2 vacinas profiláticas, a Cervarix® (GlaxoSmithKline, Brentford, 
UK) e a Gardasil® (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA); a Cervarix, apresentada 
em 2007, que abrange as variantes 16 e 18 e a Gardasil, que abrange as variantes 6, 11, 16 e 18 
(2006) e, posteriormente (2014), as variantes 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. Ambas as vacinas 
revelam, para além da segurança e imunogenicidade, eficácia na prevenção de lesões neoplásicas 
cervicais na vagina, vulva e verrugas (Castellasague, 2008; Dochez et al. 2014; Stanley, 2016).  
No entanto, a vacinação exclusivamente feminina não é suficiente para alcançar o 
objetivo de reduzir, para níveis de infeção residuais, o número de indivíduos infetados. Apesar de 
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existirem países que já adotaram a vacinação em ambos os géneros, é necessário expandir a 
medida a nível mundial (Stanley, 2016). 
 
1.5 Metabolismo e funções do óxido nítrico 
 
1.5.1 Síntese, função e regulação 
 
Em 1987, demonstrou-se que as células dos mamíferos possuem a capacidade de 
sintetizar óxido nítrico (NO), ou monóxido de azoto, tornando a molécula interessante para a 
comunidade científica. O óxido nítrico é uma molécula de efeitos pleiotrópicos, altamente reativa 
e com um tempo de semi-vida reduzido, que tem vindo a revelar ter um papel crucial em vários 
processos biológicos (Vallance e Collier, 1999). 
Apresenta 3 isoformas de síntese: neuronal (NOS1/nNOS), induzível (NOS2/iNOS) e 
endotelial (NOS3/eNOS). Estas isoformas dividem-se em 2 categorias: constitutivas 
(NOS1/nNOS e NOS3/eNOS) e induzível (NOS2/iNOS). Enquanto que as formas constitutivas 
requerem cálcio (Ca2+) e calmodulina (CaM), produzindo NO em baixas quantidades e por curtos 
períodos de tempo, a forma induzível (NOS2/iNOS) é independente de Ca2+, induzida por 
macrófagos e outros tipos celulares após estimulação por endotoxinas (LPS), INF-y, TNF-α, 
stresse oxidativo e outras citocinas, podendo originar elevadas quantidades de NO por longos 
períodos de tempo (Wink e Mitchell, 1998; Xu et al. 2002; Mattila e Thomas, 2014; Wu et al. 
2014; Thomas et al. 2015). A produção de NO por parte das NOS pode ser regulada pelo próprio 
NO, através de modificações covalentes, interações com outras proteínas e pela disponibilidade 
dos cofatores, como por exemplo, o BH4 – cofator crítico na síntese de NO (Alkaitis e Crabtree, 
2012).  
A sua síntese envolve 2 etapas (Figura 1.3); uma em que ocorre a hidroxilação da L-
arginina para gerar N-hidroxi-L-arginina (NHA), com recurso a NADPH e oxigénio (O2) e uma 
segunda etapa que consiste na conversão de NHA em NO e citrulina. Na reação são utilizados 
cofatores como a flavina adenina dinucleotídeo (FAD), flavina mononucleotídeo (FMN) e 
tetrahidrobiopterina (BH4). (Dusse et al. 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3 - Via de síntese do óxido nítrico. Através da oxidação da L-arginina origina-se NO e L-citrulina, com a 
formação do intermediário, N-hidroxi-L-arginina (NHA). BH4 = tetrahidrobiopterina, Ca/CaM = cálcio/calmodulina 
(Adaptado à língua de Murad, 1999). 
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Os efeitos biológicos do NO, de forma simplificada, podem ser divididos em diretos e 
indiretos, assumindo-se como fatores determinantes no seu efeito biológico, a concentração e a 
fonte do NO (Fukumura et al. 2006: Yao et al. 2010; Wu et al. 2014). Quando em baixa 
concentração e libertado por curtos períodos de tempo, medeia principalmente efeitos diretos, 
enquanto que os efeitos indiretos ocorrem na presença de elevadas concentrações de NO por 
longos períodos de tempo (Espey et al. 2002).  
Como efeitos diretos podemos considerar as reações químicas em que o NO reage 
diretamente com os alvos, nomeadamente proteínas que contêm grupo heme, como a guanilato 
ciclase (Gc), a oxihemoglobina e o citocromo P450. Por outro lado, como efeitos indiretos 
consideram-se reações que envolvem espécies reativas de nitrogénio (RNOS), como trióxido de 
dinitrogénio (N2O3) e peroxinítrito (ONOO-), que se formam através da interação do NO com o 
O2 e O2-. Os efeitos indiretos podem dividir-se em 2 categorias: stresse nitrosativo e stresse 
oxidativo (Wink e Mitchell, 1998).   
Quando em elevadas concentrações, o NO interage com muitos metais de transição, 
proteínas com grupo heme e grupos tióis, que oxidam funcionalidades nos polinucleótidos e 
proteínas, conduzindo a quebras na cadeia de ADN. O NO pode mediar lesões no ADN de 3 
formas: através da formação de nitrosaminas carcinogénicas, por modificações diretas e através 
da inibição de sistemas requeridos para a reparação de lesões no ADN mediadas por outras 
substâncias genotóxicas (Wink e Mitchell, 1998).  
Por sua vez, também modula a regulação do fator de crescimento do endotélio vascular 
(VEGF), conduzindo ao aumento da árvore vascular, que, resultará num maior crescimento e, 
eventualmente, aumento da invasão e capacidade metastática de tumores (Xu et al. 2002). Ainda 
assim, as funções do NO na biologia dos tumores permanecem por esclarecer e várias linhas de 
investigação apontam como evidente, um efeito duplo do NO (Xu et al. 2002). 
 
1.5.2 Polimorfismos das sintases do Óxido Nítrico (NOS) 
 
Polimorfismos presentes nos genes responsáveis pela produção de NO, têm sido 
associados a várias patologias, incluindo o cancro (Unal et al. 2010), tornando pertinente o estudo 
da influência dos seus polimorfismos genéticos no desenvolvimento deste tipo de patologias. 
 
  1.5.2.1 NOS2/iNOS (Sintase do óxido nítrico induzível) 
 
Representa a forma predominante de síntese de NO e tem o seu gene localizado no 
cromossoma 17 (17q11.2), constituído por 25 intrões e 26 exões (Nathan e Xie, 1994; Alderton 
et al. 2001). Ao contrário das outras duas isoformas, como já referido, não depende dos níveis de 
Ca2+ intracelular, sendo a sua transcrição regulada e induzida por citocinas inflamatórias, 
endotoxinas, hipóxia e stresse oxidativo (Fukumura et al. 2006).  
O seu contributo para o desenvolvimento e progressão tumoral tem sido reportado em 
vários tumores, entre eles, o colorretal e da bexiga (Ryk et al. 2011). A NOS2/iNOS é considerada 
um biomarcador de fenótipos tumorais mais agressivos, ajudando a auferir o prognóstico. Pensa-
se que a sua regulação poderá estar intimamente associada ao microambiente tumoral com 
destaque para as citocinas, hipóxia, privação de nutrientes e vários fatores metabólicos (Heinecke 
et al. 2014).   
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Neste trabalho, pretendeu-se verificar se 2 polimorfismos presentes no gene, Intrão 16 
+88 G>T (rs9282801) e o Exão 16 +14 C>T (Ser608Leu, rs2297518) representam fatores de 
suscetibilidade/proteção no desenvolvimento dos tumores ginecológicos considerados.  
 
1.5.2.1.1 Do Intrão 16 +88 G>T (rs9282801) 
 
 Este polimorfismo resulta de uma transição de G para T no intrão 16 +88G>T (rs9282801) 
(Heltianu et al. 2011). A sua função ainda não se encontra bem esclarecida, mas presume-se que 
afete a expressão génica e aumente a atividade enzimática da NOS2/iNOS, aumentando, 
consequentemente a síntese de NO. Os genótipos GT/TT parecem estar associados a um aumento 
do risco do cancro da próstata nos homens (Lee et al. 2009).   
1.5.2.1.2 Do Exão 16 +14C>T; Ser608Leu (rs2297518) 
 
Este polimorfismo resulta numa transição de C para T que origina a substituição de um 
aminoácido serina por leucina no codão 608 (Ser608Leu), conduzindo ao aumento da expressão 
da enzima e, consequentemente, dos níveis de NO. Referiu-se a sua influência na suscetibilidade 
a várias doenças, como por exemplo, hiperplasia benigna da próstata, melanoma e cancros do 
estômago e da bexiga (Yoo et al. 2010; Rik et al. 2011).  
 
No entanto, apesar de significar maior risco, uma vez estabelecido o cancro, poderá 
manifestar-se como um fator de proteção. Esta resposta paradoxal, parece ser explicada 
pela dupla resposta ao NO, uma vez que o NO gerado através da NOS2/iNOS pode ter 
efeitos citoestáticos e/ou citotóxicos nas células tumorais, ao mesmo tempo que parece promover 
a angiogénese no tumor (Ryk et al. 2011). Assim, neste trabalho, pretendemos elucidar um 
potencial papel de suscetibilidade/proteção do polimorfismo no desenvolvimento dos tumores 
ginecológicos considerados. 
 
1.5.2.2 NOS3/eNOS (Sintase do óxido nítrico endotelial) 
 
O gene da NOS3/eNOS localiza-se no cromossoma 7 (7q16) e é constituído por 25 intrões 
e 26 exões (Robinson et al. 1993; Alderton et al. 2001), expressando-se nas células endoteliais e 
epiteliais, presentes numa grande variedade de tumores (Yao et al. 2010; Wu et al. 2014).  
Atualmente, sabe-se que a NOS3/eNOS pode modular eventos como a angiogénese, a 
apoptose, o ciclo celular, a invasão e a metastização (Wu et al. 2014). Dos polimorfismos já 
identificados, alguns são apontados como tendo influência funcional e têm sido estudados em 
várias patologias (Unal et al. 2010).  
Neste trabalho, pretende-se verificar a existência, ou não, da influência de um 
polimorfismo, 27-bp VNTR (4b/a), localizado no Intrão 4, no desenvolvimento dos 2 tipos de 
tumores ginecológicos considerados. 
 
1.5.2.2.1. Do 27bp-VNTR no Intrão 4 (4b/a) 
 
Estudos prévios indicam que indivíduos homozigóticos mutados, aa, apresentam menos 
20% de nitritos e nitratos (NOx) circulantes face aos restantes genótipos, podendo indicar que, 
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apesar de se localizar num intrão, este polimorfismo poderá influenciar os níveis plasmáticos de 
NOx (Tsukada et al. 1998).  
 Diversos estudos correlacionam o polimorfismo com o desenvolvimento de cancro 
(Medeiros et al. 2001; Unal et al. 2010; Amasyali et al. 2012; Safarinejad et al. 2013; Diler e 
Öden, 2016) e infertilidade masculina (Safarinejad et al. 2010), assumindo-se que o polimorfismo 
poderá ter um efeito cis-regulador no promotor da NOS3/eNOS (Wang et al. 2002). 
 
1.6 Metabolismo e função da Redutase metilenotetrahidrofolato (MTHFR) 
 
A regulação da metilação do ADN é crucial na manutenção da expressão genética, 
imprinting genómico e diferenciação celular. Um dos genes que contribui para essa regulação é o 
gene que codifica a enzima MTHFR, localizado no cromossoma 1 (1p36.3), composto por 11 
exões e 11 intrões (Goyette et al. 1994; Heijmans et al. 2003). 
 
1.6.1 Regulação da expressão e função do MTHFR 
 
A enzima MTHFR catalisa a redução biológica irreversível de 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF) em 5-metilenohidrofolato (5-metilTHF) (Figura 
1.4) – forma predominante de folato em circulação e dador metilo para a síntese de metionina a 
partir da remetilação da homocisteína (Hcy), requerendo NADPH como dador de eletrões e FAD 
como cofator (Froese et al. 2016).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 1.4 – Esquema simplificado do metabolismo do folato, envolvendo a síntese e metilação do ADN. O 
MTHFR é uma enzima crítica no metabolismo, responsável pela via irreversível da conversão de 5,10-metilenoTHF 
em 5-metilTHF, direcionando o folato para mediar a remetilação da homocisteína (Hcy) em metionina. Enzimas: TS, 
timidilato sintase; DHFR, dihidrofolato redutase; SHMT, serina hidroximetiltransferase; MTHFR, 5,10-
metilenotetrahidrofolato redutase; MTR, metionina redutase. Metabolitos: THF, tetrahidrofolato; dTMP, deoxitimidina 
monofosfato; dUMP, deoxiuridina monofosfasto; SAH, S-adenosilhomocisteina; SAM, S-adenosilmetionina 
(Adaptado de Larsson et al. 2006). 
 
 
 15 
 
Deste modo, a MTHFR é responsável pela redução dos níveis de Hcy no plasma (Bailey 
e Gregory, 1999; Ramkaran et al. 2015), sendo estes influenciados por fatores 
genéticos/ambientais, como o sexo, a idade e a ingestão de vitaminas (Souto et al. 2005), 
nomeadamente B2, B6 e B12, cofatores chave no metabolismo. 
O folato é uma vitamina encontrada em diversos alimentos, como citrinos, vegetais, 
cereais e fígado, existindo 2 mecanismos estabelecidos pelos quais o folato pode ter influência no 
desenvolvimento de tumores: através da indução da incorporação de uracilo (U) no ADN ou 
causando metilação aberrante do ADN (Larsson et al. 2006). O défice alimentar em folato pode 
também ser suficiente para diminuir o número de grupos metilo e mesmo resultar na interrupção 
da capacidade de reparar o ADN, o que poderá conduzir a quebras na cadeia, promovendo 
mutações e apoptose (Miller et al. 1994; Wei et al. 2003). 
O 5-metilTHF (folato circulante) providencia grupos metilo para a síntese de metionina 
e para a metilação do ADN, é requerido para a conversão de deoxirudilato em timidilato e pode, 
ainda, ser oxidado em 10-formilTHF para a síntese de purinas. Assume-se então que o 5,10-
metilenoTHF é crítico na biossíntese de ADN, bem como a manutenção da quantidade de 
deoxinucleótido (Ma et al. 1997). Para além disso, tem também a capacidade de inibir a oxidação 
de BH4 por parte do peroxonítrico, aumentando a sua disponibilidade para a síntese de NO (Stroes 
et al. 2000; Antoniades et al. 2006).  
O MTHFR faz parte de um metabolismo que relaciona várias reações biológicas que 
providenciam cofatores essenciais para a produção de S-adenosilmetionina (SAM) – principal 
dador metilo para a metilação, bem como grupos metilo para a metilação de dUMP em dTMP na 
síntese de ADN. Um baixo suplemento de grupos metilo induz a hipometilação do ADN 
(Rampersaud et al. 2000) bem como uma metilação deficiente de dUMP para dTMP, conduzindo 
a uma excessiva incorporação de uracilo nas cadeias de ADN (Kim et al. 2001).  
 
1.6.2 Polimorfismos da Redutase metilenotetrahidrofolato (MTHFR) 
 
A metilação do ADN é essencial para o desenvolvimento e poderá, indiretamente, 
conduzir à carcinogénese ou a outras condições anormais, tornando-se pertinente identificar 
fatores endógenos e exógenos que determinem os padrões de metilação (Friso et al. 2002).  
 
A elevada concentração de Hcy associa-se a doenças, determinadas por fatores genéticos, 
fisiológicos, estilo de vida e pelo consumo de vitaminas do complexo B, como o folato, as 
cobalaminas, B6 e riboflavina, que funcionam como cofatores ou consubstâncias no metabolismo 
(Refsum et al. 1998; Hustad et al. 2000).  
Verifica-se alguma disparidade nos estudos que pretendem aferir os efeitos dos 
polimorfismos presentes no gene em vários tipos de cancro. Se por um lado existem evidências 
de que o polimorfismo C677T estaria relacionado, por exemplo, com o desenvolvimento de 
cancro colorretal, também se referiu que essa relação perdia a significância quando o intake de 
folato era adequado (Marchand et al. 2005). 
Para este trabalho, consideramos um dos polimorfismos mais estudados no gene, o C667T 
(rs1801133), de forma a aferir sobre uma potencial influência do polimorfismo no 
desenvolvimento das patologias consideradas.  
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1.6.2.1. Do C677T (rs1801133) 
 
O SNP, localizado no exão 4 do gene MTHFR, é um dos polimorfismos mais estudados 
no gene, representando uma substituição de C para T, que resulta na substituição do aminoácido 
valina por alanina, conduzindo a uma forma termolábil da enzima e menor ligação às FADH2 com 
consequente diminuição da sua atividade (Frosst et al. 1995; Lorenz et al. 2014). 
Este polimorfismo apresenta uma distribuição geográfica heterogénea; sendo pouco 
prevalente nas regiões africanas (cerca de 2%), atingindo cerca de 10% dos caucasianos   ̶ 
chegando aos 20% em algumas populações italianas (Ueland et al. 2001).   
Indivíduos homozigóticos mutados (TT) apresentam cerca de 30% da atividade normal 
da enzima, enquanto que os heterozigóticos (CT) apresentam 65%, quando comparados com os 
homozigóticos selvagens (CC) (Frosst et al. 1995). Também em comparação com os indivíduos 
selvagens (CC), os heterozigóticos (CT) e os homozigóticos mutados (TT) têm menos 10% e 18% 
de folato, respetivamente (Sharp e Little, 2004). O genótipo mutado (TT) associa-se a um elevado 
nível de Hcy, concluindo-se que os portadores possuem um estado de hipometilação, o que poderá 
estar relacionado com danos no ADN (Choi et al. 1998; Choi e Mason, 2002). 
Perante baixos níveis de folato, a menor disponibilidade de 5-MTHF para a atividade da 
enzima mutada, diminui a conversão de homocisteína em metionina, resultando no aumento de 
homocisteína total (tHcy) (Friso e Choi, 2005). Contudo, um adequado status de folato faz com 
que não ocorram diferenças nas concentrações de homocisteína entre os 3 genótipos (Girelli et al. 
1998).  
A hipótese de que o polimorfismo poderá resultar em suscetibilidade baseia-se na 
reduzida atividade da MTHFR, uma vez que causa a dispersão de 5,10-metilenoTHF através da 
síntese de timidina. Esta distribuição diminui os rácios de dUMP/dTMP e, como consequência, a 
oportunidade do uracilo se incorporar no ADN (Crott et al. 2001; Blount et al. 1997). Uma 
reduzida atividade da variante termolábil também poderá ter um efeito positivo na síntese de 
nucleótidos, ao aumentar a disponibilidade de 5,10-metilenoTHF, requerido para a síntese de 
ADN e divisão celular.  
A associação entre este SNP e a faixa etária parece ter um papel positivo na modulação 
do risco em mulheres com hábitos tabágicos e a receber terapêutica hormonal (Bicho et al. 2011).  
Neste trabalho, devido ao facto deste polimorfismo ter ainda um papel controverso na 
biologia dos tumores, torna-se pertinente estudá-lo relativamente aos tumores considerados. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS 
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• Estudar o papel das variantes polimórficas nos genes da NOS2/iNOS (rs2297518, 
rs9282801), da NOS3/eNOS (VNTR 27bp-4a/b) e da MTHFR (rs1801133), na 
suscetibilidade para as patologias consideradas; 
• Estudar o papel das variantes polimórficas nos genes da NOS2/iNOS (rs2297518, 
rs9282801), da NOS3/eNOS (VNTR 27-4a/b) e da MTHFR (rs1801133), na modulação 
dos parâmetros clínicos obtidos na população de mulheres com fibromiomas 
embolizados; 
• Verificar se a suscetibilidade é comum, ou não, para ambas as patologias (fibromiomas e 
carcinoma do colo do útero);  
• Caracterização dos parâmetros clínicos observados (volume do fibromioma dominante e 
do útero  ̶  antes e após o procedimento; grau de isquemia obtido) em função da técnica 
de embolização das artérias uterinas (EFU);  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Populações 
 
Para a realização deste estudo, recorreu-se a 3 populações: 
• uma população composta por mulheres com fibromiomas, provenientes do Serviço de 
Radiologia de Intervenção do Hospital St. Louis em Lisboa, onde realizaram a 
embolização das artérias uterinas, seguidas pelo Profº Doutor João Pisco; 
• uma população de mulheres com carcinoma do colo do útero, resultantes da infeção por 
HPV, provenientes do Instituto Português de Oncologia Francisco Gentil (IPOFG) e 
delegações de Lisboa, foram disponibilizadas pela Profª Doutora Maria Clara Bicho e as 
do Porto disponibilizadas pelo Profº Doutor Rui Medeiros; 
• um grupo controlo, composto por mulheres previamente integradas em outros projetos do 
Laboratório de Genética da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa, 
compatíveis com os objetivos do estudo; 
 
3.1.1 Caracterização das populações 
 
 Para a caracterização das populações, sempre que possível, procedeu-se à recolha de 
parâmetros clínicos pertinentes para o estudo.  
 
Para o grupo de mulheres com carcinoma do colo do útero, registaram-se os seguintes 
dados: a idade, os hábitos tabágicos e o nº de gravidezes.  
 
No grupo constituído por mulheres com fibromiomas, registaram-se os seguintes dados: 
a idade, o nº de gravidezes, o nº de fibromiomas, os respetivos volumes (útero e fibromioma 
dominante) antes e após a realização da técnica EFU, a localização do fibromioma dominante e o 
grau de isquemia obtido. Os volumes do útero e do fibromioma dominante foram recolhidos com 
recurso a ecografia pélvica e ressonância magnética antes da EFU e, em média, 6 meses após o 
procedimento, multiplicando-se os 3 diâmetros por 0,523, por se tratar de um elipsoide.  
Para a população controlo composta por mulheres aparentemente saudáveis, procedeu-se 
à criação de uma base de parâmetros comuns às dos grupos em estudo. 
Todas as mulheres foram previamente identificadas através da atribuição de um código 
alfanumérico e as informações recolhidas correspondentes a cada uma encontram-se registadas 
numa base de dados confidencial. As amostras de sangue total periférico utilizadas foram obtidas 
mediante o consentimento informado de todas as mulheres envolvidas (Anexo II). 
3.2 Metodologia 
  
3.2.1 Colheita e tratamento das amostras biológicas 
 
O sangue previamente recolhido, foi transferido para tubos de vidro de 10 ml, 
devidamente identificados e com um anticoagulante no interior, EDTA. As amostras utilizadas 
para genotipagem foram armazenadas a -20°C até à realização da extração de ADN. 
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3.2.2 Extração de ADN 
 
O ADN genómico foi extraído a partir de sangue periférico total, colhido nas condições 
anteriormente descritas. Recorreu-se a um método de extração não enzimática de ADN de 
leucócitos obtidos diretamente de sangue periférico, que é um método de “salting-out” adaptado 
de Lahiri & Nurnberger (1991). O protocolo com os procedimentos detalhados encontra-se em 
anexo (Anexo III – A; Anexo III - B). 
 
3.2.3 Quantificação de ADN 
 
Utilizou-se um espectrofotómetro de espectro completo (NanoDrop® ND-2000) para 
quantificar o ADN extraído (ng/μL) e determinar a sua concentração e pureza – através da razão 
entre absorvências 260/280 e 230/260. 
 
3.2.4 Amplificação e genotipagem do ADN 
 
 3.2.4.1 Polimorfismos da NOS2/iNOS (Intrão 16 – +88G>T, rs9282801; Exão 16 – 
+14C>T, rs229718) 
 
 Para a análise destes polimorfismos utilizamos a técnica de PCR-RFLP. Os primers 
utilizados, forward e reverse, respetivamente, foram 5’-TAAACCAACTTCCGTGGTGGG-3’ e 
5’-AGCTGGAGAATGGAGCTGGAC-3’, para a amplificação de um fragmento de 455 bp. 
 Inicialmente, pipetamos 200 ng de ADN genómico para tubos de reação devidamente 
identificados ao qual se adicionou H2O, quando necessário, até perfazer 10 µl. Depois, colocaram-
se os tubos num termociclador a 94ºC por um período de dois minutos, com o objetivo de se 
proceder à desnaturação do ADN  ̶  hot start. 
 Preparamos e adicionamos a cada tubo, a seguinte mistura reacional: 10 pmol de cada 
primer, 12,5 µl de DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (Anexo III - C) e 0,5 µl de H2O, para 
um volume final de 25 µl. 
Após estes passos, colocamos os tubos num termociclador, submetendo-os às seguintes 
condições de PCR: 35 ciclos de 45 segundos a 94ºC (desnaturação), 45 segundos a 62,3ºC 
(emparelhamento), 45 segundos a 72ºC (extensão), acrescentando-se uma extensão final de 5 
minutos a 72ºC. 
Analisamos 10 µl de produto de amplificação num gel de agarose 3% em 50 ml de tampão 
TAE 1X (obtido através da diluição 1/10 de TAE 10X, Anexo III - C), contendo 5 µl de brometo 
de etídio (10µg/ml), a 110V durante 90 minutos. A visualização dos géis obtidos num 
transiluminador de luz ultravioleta permitiu confirmar a sua amplificação.  
Após a confirmação da amplificação, procedemos à digestão das amostras amplificadas 
com a endonuclease Ade I (Dra III) para o intrão 16 (rs9282801) e com a Tas I (Tsp 509 I) para o 
exão 16 (rs229718), durante 16 horas a 61ºC e 37ºC, respetivamente. A digestão consiste na 
preparação, em tubos de reação, da seguinte mistura reacional: 10 μl de produto de PCR, 2 μl de 
Buffer R+ , 1 μl de enzima de digestão e 18 μl de H2O. 
Após a digestão, analisamos 10 μl de produto de reação num gel de agarose de 3%, feitos 
com 50 ml de TAE 1X e 5µl de brometo de etídio (10µg/ml) durante 1 hora a 110V, para o intrão 
 22 
 
16 (rs9282801) e a 90 minutos a 110V para o extão 16 (rs2297518). A visualização dos géis 
obtidos num transiluminador permite a deteção e caraterização das amostras para o respetivo 
polimorfismo.   
 
3.2.4.2 Polimorfismo da NOS3/eNOS (27bp-VNTR) 
 
Para a análise deste polimorfismo recorremos à técnica de PCR. O par de primers 
utilizados foram, forward e reverse respetivamente, 5’-AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3’ e 
5’-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’, para a amplificação do ADN;  
 
Inicialmente pipetamos 200 ng de ADN genómico para tubos de reação devidamente 
identificados e adicionou-se, quando necessário, H20 até perfazer 10 µl. Depois colocaram-se os 
tubos num termociclador a 94ºC, durante 2 minutos, para se proceder à desnaturação do ADN   ̶ 
hot start. 
 
Preparamos e adicionamos a cada tubo, a seguinte mistura reacional: 10 pmol de cada 
primer, 12,5 μl DreamTaq Green PCR Master Mix 2x e 0,5 µl de H20, para um volume final de 
25 µl. 
 
Após estes passos, colocamos os tubos no termociclador, sendo submetidos ao seguinte 
programa de PCR (30 ciclos): 30 segundos a 94ºC (desnaturação), 30 segundos a 55ºC 
(emparelhamento), 45 segundos a 72ºC (extensão), com uma extensão final de 5 minutos a 72ºC.  
 
Analisaram-se 10 µl de produto amplificado num gel de agarose a 3% em 50 ml de tampão 
TAE 1X com adição de 5 µl de brometo de etídio (10mg/ml) a 110V durante 120 minutos. Os 
géis foram visualizados num transiluminador de luz ultravioleta, permitindo a sua deteção e 
caraterização. 
 
3.2.4.3 Polimorfismo C677T do MTHFR (rs1801133) 
 
Para a análise deste polimorfismo utilizamos a técnica de PCR-RFLP. O par de primers 
utilizado, forward e reverse foi 5´-TGAAGGAGAAGGTGTCTGC-3’ e 5’-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’, respetivamente, para a amplificação de um fragmento com 
198 bp.  
 
Inicialmente pipetamos 200 ng de ADN genómico para tubos de reação devidamente 
identificados e adicionou-se, quando necessário, H2O até perfazer 10 µl. Depois, colocaram-se os 
tubos num termociclador a 94ºC, durante 2 minutos, para se proceder à desnaturação do ADN   ̶ 
hot start. 
 
Após estes passos, preparamos e adicionamos a cada tubo, a seguinte mistura reacional: 
10 pmol de cada primer, 12,5 µl de DreamTaq Green PCR Master Mix 2x e 0,5 µl de H20, para 
um volume final de 25 µl. 
 
Colocaram-se os tubos num termociclador, submetendo-os ao seguinte programa de PCR 
(30 ciclos): 2 minutos a 94ºC (desnaturação), 30 segundos a 64ºC (emparelhamento), 1 minuto a 
72ºC (extensão), acrescido de uma extensão final de 1 minuto a 72ºC.  
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Analisaram-se 10 µl de produto de amplificação num gel de agarose a 2%, 50 ml de TAE 
1X, com 5 µl de brometo de etídio (10µg/ml), a 110V durante 30 minutos. A visualização dos 
géis obtidos num transiluminador de luz ultravioleta permitiu confirmar a sua amplificação. 
Após confirmação, procedeu-se à digestão das amostras amplificadas com a enzima Hinf 
I, em tubos de reação com a seguinte mistura reacional: 15 µl de produto de PCR, 2 µl de Buffer 
R+, 0,5 µl de enzima e 2,5 µl de H2O, para um volume final de 20 µl. Os tubos foram colocados 
no termociclador a 37ºC durante 18 horas para efetuar a digestão.  
Após a digestão, analisaram-se 10 µl de produto da digestão num gel de agarose a 3% em 
50 ml de tampão TAE 1X, com 5 µl de brometo de etídio (10 µg/ml) a 110V durante 90 minutos. 
Visualizaram-se os géis de agarose num transiluminador de ultravioleta para caracterização das 
amostras.  
Cada reação de PCR e posteriormente nas reações de hidrólise enzimática, continham um 
controlo negativo (H2O). Para a confirmação do tamanho das bandas amplificadas e obtidas após 
digestão, utilizamos um marcador de peso molecular de forma a identificar corretamente o 
polimorfismo em estudo.  
 
3.2.5 Análise Estatística 
 
Foi construída uma base de dados na plataforma IBM SPSS 23 (SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA), onde se efetuou a análise estatística com um nível de significância estabelecido de 5%. 
 
Para as variáveis continuas realizou-se o teste não-paramétrico Kolmogorov-Smirnof, 
para aferir sobre a distribuição normal das variáveis. Conforme o resultado, recorreu-se aos testes 
paramétricos e não paramétricos, caso as variáveis seguissem uma distribuição normais ou não, 
respetivamente. Quando pertinente, recorreu-se a análise de correlação de Spearman.  
 Para a avaliação das variantes, recorreu-se ao teste do Qui-quadrado (χ2) de Pearson para 
verificar se todas as populações se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg, tendo esta 
análise, como princípio, a distribuição alélica. As frequências observadas e esperadas pelo 
equilíbrio de Hardy-Weinberg foram verificadas.   
Através da análise do qui-quadrado (χ2) estudámos as diferenças genotípicas e alélicas, 
entre a população patológica e a população controlo, para ambas as patologias.  Também através 
desta análise realizamos um estudo genótipo-fenótipo para aferir a influência dos polimorfismos 
estudados na modulação dos parâmetros clínicos dos fibromiomas.  
Para aferir das diferenças entre os resultados obtidos antes e depois da técnica de 
embolização dos fibromiomas uterinos (EFU), relativamente aos volumes (em centímetros 
cúbicos: cc) uterinos e dos fibromiomas dominantes, recorreu-se a um teste não paramétrico, de 
Wilcoxon. 
Recorreu-se também ao cálculo de Odds Ratio (OR), através de uma análise de regressão 
logística binária, para determinar o risco dos genótipos em ambas as patologias, com intervalo de 
confiança a 95% (p<0,05).
  
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS 
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4.1 Caracterização das populações 
 
 4.1.1 População de mulheres com fibromiomas embolizados 
 
Relativamente à caracterização da população composta por mulheres com fibromiomas, 
tratada por embolização das artérias uterinas, através da análise da Tabela 4.1 podemos observar 
o número de mulheres caracterizadas e os parâmetros clínicos recolhidos: volumes do fibromioma 
e do útero antes e após a EFU, o número de fibromiomas e a percentagem de isquemia obtida.   
Para as variáveis contínuas consideradas, procedeu-se a uma análise com recurso a um 
teste de Kolmogorov-Smirnov, para aferir a sua normalidade.  
Nenhuma das características avaliadas seguia uma distribuição normal. 
Para a idade, na população controlo, obtivemos uma mediana de 41 anos (18 e 85, mínimo 
e máximo, respetivamente) e na população de mulheres com fibromiomas, uma mediana de 39 
anos (24 e 57, mínimo e máximo, respetivamente).  
Através de um teste de Mann-Whitney, utilizado quando não se verifica uma distribuição 
normal, verificamos que existem diferenças significativas para a idade entre as 2 populações 
(p=0,001). Sendo a moda de 32 e 34 para a população controlo e população de mulheres com 
fibromiomas, respetivamente.  
 
Tabela 4.1. Caracterização dos parâmetros clínicos da população de mulheres com fibromiomas 
N – Número de mulheres caracterizadas; NF – Número de fibromiomas; DP – Desvio padrão; VFDPré/VFDPós – 
Volume do fibromioma dominante antes e após o procedimento da EFU; VUPré/VUPós – Volume uterino antes e após 
o procedimento da embolização dos fibromiomas uterinos (EFU). P – p-value. 
*nível de significância de 5%. 
 
Para as 159 mulheres caracterizadas relativamente ao volume do fibromioma dominante 
obtivemos, antes da EFU, 69cc de mediana (1 e 1176cc, mínimo e máximo, respetivamente) e 
38.5cc de mediana (1 e 1000cc, mínimo e máximo, respetivamente) após a EFU. Em relação ao 
volume uterino, antes da EFU, registamos 303 cc de mediana (59 e 1901cc, mínimo e máximo, 
respetivamente) e após a EFU, 217cc de mediana (29-1449cc, mínimo e máximo, 
respetivamente). 
Para a redução do volume do fibromioma dominante, obtivemos 50% na mediana (sendo 
que, a redução mais acentuada foi de 286%, tendo ocorrido, no máximo, um aumento de 546%). 
Para o volume uterino, obtivemos uma redução de 34% na mediana (sendo a redução mais 
acentuada de 94,3%, tendo ocorrido, no máximo, um aumento de 84.6%).  
Parâmetro 
N  
(Total) 
Mediana 
[min-máx] 
Média 
(±DP) 
P* 
VFDPré 159 69 [1-1176] <0.001 
VFDPós 108 38,5 [1-1000] 
VUPré 173 303 [59-1901]  <0.001 
VUPós 117 217 [29-1449] 
NF 155  3,6±1,7  
Isquemia 102 91 [0-100]   
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Para os volumes do útero e do fibromioma dominante, de forma a perceber a existência 
de diferenças significativas entre os valores obtidos antes e os valores obtidos após a EFU, 
recorremos a um teste não paramétrico, Wilcoxon, para 2 amostras relacionadas, a um nível de 
significância de 5%, verificando-se a existência de diferenças significativas para ambos 
(p=<0,001 e p=<0,001, respetivamente). 
Relativamente ao número de fibromiomas, para as 155 mulheres caracterizadas, 
obtivemos uma média de 3,6±1,7 fibromiomas. A maioria das mulheres apresentava ≥5 
fibromiomas (54,2%), sendo a restante distribuição: 1 (23,2%) e 2-4 (22,6%). 
Para o grau de isquemia obtido após o procedimento, para as 102 mulheres caracterizadas, 
obtivemos uma mediana de 91% (0-100). Sendo que, a maioria obteve um grau de isquemia entre 
os 80-100% (90%).  
Relativamente à localização do fibromioma dominante, para as 158 mulheres 
caracterizadas, verificou-se que a maioria eram fibromiomas intramurais (43,7%), seguindo-se os 
subserosos (36,7%) e submucosos (10,8%). Existindo por vezes, fibromiomas considerados 
intramurais/subserosos (4,4%) e intramurais/submucosos (4,4%). 
 Na Tabela 4.2, podemos observar o número de gravidezes por classes, para a população 
de mulheres com fibromiomas embolizados e população controlo. 
 
Tabela 4.2. Classes de gravidezes para a população de mulheres com fibromiomas e população controlo 
OR – Odds Ratio, IC – Intervalo de confiança, P – p-value; 
*nível de significância de 5%; 
 
Em relação às gravidezes, para as 159 mulheres com fibromiomas caracterizadas, 
concluímos que, em média cada mulher teve 1,22±1,64 gravidezes. Sendo que, 63 eram nulíparas 
(39,6%), 75 tiveram entre 1-2 gravidezes (47,2%) e 21 tiveram ≥ 3 gravidezes (13,2%). Na 
população controlo, para as 152 mulheres caracterizadas, obtivemos uma média de 1,74±0,76 
gravidezes. Sendo que, 1 era nulípara (0,7%), 133 tiveram entre 1-2 gravidezes (87,5%) e 18 
tiveram ≥3 gravidezes (11,8%). Através de um teste t-student para amostras independentes, 
verificamos que existem diferenças significativas entre as populações, p=<0,001. Atendendo às 
classes consideradas, através de uma análise de regressão logística, obtivemos um OR (1-2) = 
0,009 [0,0001-0,06], p=<0,001 e um OR (≥3) = 0,019[0,0002-0,15], p=<0,001. 
 
Na tabela 4.3 podemos verificar os resultados de uma análise de correlação de Spearman 
entre os parâmetros apresentados, de forma a aferir se há relação entre eles.  
 
 
 Fibromiomas 
(N=159) 
Controlos 
(N=152) 
OR [IC, 95%] p* 
Gravidezes 
0 (%) 
 
63 (39,6) 
 
1 (0,7) 
 
1,00 (Ref.) 
 
̶ 
1-2 (%) 75 (47,2) 133 (87,5) 0,009 [0,001-0,06] <0,001 
≥3 (%) 21 (13,2) 18 (11,8) 0,019 [0,002-0,15] <0,001 
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Tabela 4.3 - Correlação de Spearman para os parâmetros clínicos da população de mulheres com 
fibromiomas 
RFD – Reduçao do fibromioma dominante; RU – Redução uterina; LFD – Localização do fibromioma dominante; 
VU_Pré – Volume uterino pré-embolização; VFD_Pré – Volume do fibromioma dominante pré-embolização;  
** nível de significância de 1% 
  * nivel de significância de 5% 
Para esta análise verificamos que: há uma forte correlação direta entre o volume do 
fibromioma dominante (VFD) e o volume uterino (VU) (r=0,711, p=<0,001);  há uma correlação 
entre a redução observada do fibromioma dominante (RFD) e a redução uterina (RU) (r=0,300, 
p=0,003); há uma ligeira correlação inversa entre o volume uterino (VU) e a percentagem de 
redução uterina (RU) após o procedimento (r= -0,226, p=0,016). Para as restantes características 
não obtivemos correlações significativas. 
 
4.1.2 População de mulheres com carcinoma do colo do útero 
 
Relativamente à caracterização da população composta por mulheres com carcinoma do 
colo do útero e da população controlo, através da análise da Tabela 4.4 podemos observar o 
número de mulheres caracterizadas para cada parâmetro clínico.  
 
Procedeu-se a uma análise com recurso ao teste de Kolmogorov-Smirnov, para aferir a 
normalidade dos parâmetros.  
Nenhuma dos parâmetros clínicos avaliados segue uma distribuição normal. 
Para a idade, na população controlo, obtivemos 41 anos de mediana (18 e 88, a idade 
mínima e máxima, respetivamente) e na população composta por mulheres com carcinoma do 
colo do útero também obtivemos 41 anos de mediana (19 e 77, a idade mínima e máxima, 
respetivamente).  Através de um teste não paramétrico, Mann-Whitney, verificamos que não 
existem diferenças significativas para a idade entre as 2 populações consideradas (p=0,938). 
 
 RFD RU LFD Isquemia Idade VU_Pré VFD_Pré 
RFD 
r 
p 
 
1,000 
̶ 
 
0,300** 
0,003 
 
-0,032 
0,753 
 
-0,112 
0,302 
 
0,040 
0,700 
 
0,080 
0,431 
 
0,137 
0,173 
RU 
r 
p 
  
1,000 
̶ 
 
0,014 
0,887 
 
-0,227* 
0,027 
 
-0,032 
0,747 
 
-0,226* 
0,016 
 
0,013 
0,899 
LFD 
r 
p 
   
1,000 
 ̶ 
 
-0,160 
0,117 
 
-0,038 
0,640 
 
-0,134 
0,097 
 
-0,102 
0,215 
Isquemia 
r 
p 
    
1,000 
̶ 
 
-0,026 
0,798 
 
0,046 
0,653 
 
-0,052 
0,617 
Idade 
r 
p 
     
1,000 
̶ 
 
0,107 
0,172 
 
0,029 
0,725 
VU_Pré 
r 
p 
      
1,000 
̶ 
 
0,711** 
<0,001 
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Tabela 4.4. Caracterização dos parâmetros obtidos da população mulheres com carcinoma do colo do útero 
e população controlo 
Parâmetros 
Hábitos 
Tabágicos 
Controlo 
(N=291) 
CCU 
 (N=97) 
P* Nº 
gravidezes 
Controlo 
(N=152) 
CCU  
(N=151) 
P* 
Sim (%) 16 (5,5) 24 (24,7) <0,001 0 (%) 1 (0,6) 18 (11,9) <0,001 
Não (%) 
275 (94,5) 73 (75,3) 1-2 (%) 133 (87,5) 58 (38,4) 
≥3 (%) 18 (11,9) 75 (49,7) 
OR – Odds Ratio, CCU – Carcinoma do colo do útero. P – p-value; 
* significância de 5%.  
 
Para os hábitos tabágicos, para as 291 mulheres caracterizadas da população controlo, 
verificamos que 16 mulheres são fumadoras e 275 não fumadoras. Na população de mulheres 
com carcinoma do colo do útero, das 97 caracterizadas, verificamos que 24 são fumadoras e 73 
não fumadoras.  
 
Verificamos que, entre a população controlo e a população de mulheres com carcinoma 
do colo do útero, existem diferenças significativas para os hábitos tabágicos (p=<0,001), 24,7% 
das mulheres com carcinoma do colo do útero fumam enquanto que, apenas 5,5% das mulheres 
da população controlo possuem hábitos tabágicos. Através de uma análise de regressão logística 
binária (Tabela 4.5), para as mulheres consideradas, as fumadoras têm um risco 5,7 [2,9-11,2] 
superior de desenvolver cancro do colo do útero (p=<0,001).  
Em relação às gravidezes, para 151 mulheres caracterizadas da população de mulheres 
com carcinoma do colo do útero, verificamos uma média de 2,89 gravidezes. Sendo que, 18 eram 
nulíparas, 58 tiveram entre 1-2 gravidezes e 75 tiveram ≥ 3 gravidezes. Na população controlo, 
para as 152 mulheres caracterizadas, verificamos uma média de 1,74±0,76 gravidezes, 1 é 
nulípara, 133 com 1-2 gravidezes e 18 mulheres com ≥3 gravidezes. Para as gravidezes também 
se notaram diferenças significativas (p=<0,001) na distribuição das classes (Tabela 4.5), 
procedendo-se ao cálculo de Odds Ratio. Tendo como referência a classe das mulheres nulíparas, 
obtivemos, para um número de gravidezes (1-2), um OR (1-2) = 0,024 [0,003-0,186], p=<0,001 
e, acima de 3 gravidezes, um OR (≥3) = 0,23 [0,03-1,85], p=0,168.  
 
Tabela 4.5 Odds Ratio associados às classes de gravidezes e hábitos tabágicos para a população de 
mulheres com carcinoma do colo do útero e população controlo 
Classes Gravidez Controlo  
(N=152) 
CCU 
(N=151) 
OR  
[IC, 95%] 
P* 
0 (%) 1 (0,6) 18 (11,9) 1,00 (Ref) ̶ 
1-2 (%) 133(87,5) 58 (38,4) 0,024 [0,003-0,186] <0,001 
≥3 (%) 18 (11,9) 75(49,7) 0,23 [0,03-1,85] 0,168 
 
Hábitos Tabágicos 
 
(N=291) 
 
(N=97) 
  
Sim 16 (5,5) 24 (24,7) 5,7 [2,86-11,2] <0,001 
Não 275 (94,5) 73 (75,3) 1,00 (Ref) ̶ 
CCU – Carcinoma do colo do útero; N – Número de mulheres caracterizadas OR – Odds Ratio, IC – Intervalo de 
confiança, P – p-value; 
*nível de significância de 5%. 
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4.2 Análise dos polimorfismos da Sintase do NO induzível (NOS2/iNOS) 
 
4.2.1 Polimorfismo no Intrão 16 (+88G>T) (rs9282801) nos fibromiomas embolizados 
 
Para este polimorfismo obtivemos, com sucesso, o genótipo de 68 mulheres com 
fibromiomas e de 25 mulheres da população controlo. Todos os resultados foram obtidos 
considerando o ajuste para a idade. 
Na identificação deste polimorfismo (Figura Suplementar 8.3 do Anexo IV – A), 
encontramos, em ambas as populações, os 3 genótipos possíveis: GG, homozigótico sem mutação, 
caracterizado por 1 banda com 455 bp; GT, heterozigótico, caracterizado por 3 bandas com 455, 
263 e 192 bp; e, o TT, homozigótico com mutação, caracterizado por 2 bandas com 263 e 192 bp.  
Para averiguar se as populações se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg 
(HWE) procedeu-se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores esperados e observados. Ambas 
as populações respeitam o HWE (χ2= 0,979, p= 0,3225, na população controlo; χ2=1,893; 
p=0,1689, na população dos fibromiomas). 
Devido ao reduzido número de genótipos obtidos, testou-se o agrupamento de um 
genótipo homozigótico com o heterozigótico, segundo os modelos recessivo e dominante, 
procurando aumentar o poder estatístico dos testes. Dos 3 modelos testados, GG vs. GT vs. TT 
(χ2 = 4,251, p=0,119), GT+GG vs. TT (χ2 = 2,380, p=0,123) e GT+TT vs. GG (χ2 = 3,515, 
p=0,061), o último revelou resultados mais próximos da significância. 
Na tabela 4.6, podemos observar a distribuição genotípica da população de mulheres com 
fibromiomas e da população controlo, bem como os Odds Ratios calculados para cada genótipo, 
de forma a aferir qualquer associação entre eles e uma eventual ação de proteção/suscetibilidade 
no desenvolvimento de fibromiomas. Para a análise da frequência alélica, também na tabela 4.6, 
verificamos que existem diferenças significativas na sua distribuição entre as duas populações (χ2 
= 3,515, p=0,024). 
Na população de mulheres com fibromiomas, obtivemos para os genótipos GG e GT+TT 
as frequências de 69,1% e 30,9%, respetivamente. Relativamente à população controlo, para os 
mesmos genótipos (GG e GT+TT), obtivemos as frequências de 48% e 52%, respetivamente. 
 
Tabela 4.6 – Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds ratio do polimorfismo NOS2-Intrão16 
na população de mulheres com fibromiomas e população controlo 
Genótipos Fibromiomas 
(N = 68) 
Controlos 
 (N=25) 
P OR  
[IC, 95%] 
Pa 
GG (%) 47 (69,1) 12 (48) 0,119 
 
 
 
0,061 
1,00 (Ref) ̶ 
GT (%) 17 (25) 9 (36)  
TT (%) 4 (5,9) 4 (16) 
GT+TT (%) 21 (30,9) 13 (52) 0,41 [0,16-1,01] 0,065 
Frequência Alélica  
G (%) 111 (82) 33 (66) 0,024 1,00 (Ref) ̶ 
T (%) 25 (18) 17 (34) 0,44 [0,21-0,91] 0,026 
OR – Odds Ratio; IC – Intervalo de confiança, P – p-value; 
* nível de significância de 5%; a ajustado para a idade; 
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Através de uma regressão logística, considerando o genótipo GG (selvagem) como 
referência, obtivemos um OR (GT+TT) = 0,41 [0,16-1,01], sugerindo um fator de proteção 
associado, mas que, devido ao intervalo de confiança e, subsequentemente, ao grau de 
significância não nos é permitido retirar conclusões (p=0,065). 
 Apesar dos resultados, na distribuição alélica verificamos uma diferenças na sua 
distribuição, surgindo a presença do polimorfismo, com o alelo T associado a um efeito protetor 
no desenvolvimento da patologia, uma vez que, o OR (T) = 0,44 [0,21-0,91] é significativo. 
Ambos os intervalos de confiança e o grau de significância permitem apoiar as conclusões 
retiradas (p=0,026).  
Para este polimorfismo não foi possível, em tempo útil, ultrapassar os problemas técnicos 
relacionados com a população composta por mulheres com carcinomas do colo do útero.  
 
4.2.2 Polimorfismo no Exão 16 (+14C>T) da iNOS/NOS2 (rs2297518) nos fibromiomas 
embolizados 
  
Para este polimorfismo obtivemos, com sucesso, os genótipos de 63 mulheres com 
fibromiomas e 25 de mulheres da população controlo. Todos os resultados foram obtidos 
considerando o ajuste para a idade. 
 
Na identificação deste polimorfismo (Figura Suplementar 8.4 do Anexo IV – B), 
encontramos, em ambas as populações em estudo, os 3 genótipos possíveis: CC, homozigótico 
sem mutação, caracterizado por 2 bandas com 285 e 170 bp; CT, heterozigótico, caracterizado 
por 4 bandas com 285, 170 e 137 e 33 bp; e, o TT, homozigótico com mutação, caracterizado por 
3 bandas com 285, 137 e 33 bp.  
Para averiguar se as populações se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg 
procedeu-se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores esperados e observados. A população 
controlo encontra-se em HWE (χ2=1,47, p=0,23), enquanto que na população dos fibromiomas o 
HWE não se assume ( χ2= 5,67; p=0,02). 
Dos 3 modelos testados, CC vs. CT vs. TT (χ2=2,586, p=0,274), TT vs. CT+CC ( 
χ2=0,469, p=0,493) e CC vs. CT + TT (χ2=2,586, p=0,108), o último deu resultados mais 
próximos da significância.  
Na tabela 4.7, podemos observar a distribuição genotípica na população de mulheres com 
fibromiomas embolizados e da população controlo, bem como os Odds Ratios calculados para 
cada genótipo, de forma a aferir qualquer associação entre eles e uma eventual ação de 
proteção/suscetibilidade no desenvolvimento de fibromiomas. Para a análise das frequências 
alélicas, também na tabela 4.7, verificamos que não existem diferentes significativas na sua 
distribuição entre as duas populações (χ2 = 2,952, p=0,086).  
Na população de mulheres com fibromiomas, obtivemos para os genótipos CC e CT+TT 
as frequências de 92,1% e 7,9%, respetivamente. Relativamente à população controlo, para os 
mesmos genótipos (CC e CT+TT), obtivemos as frequências de 80% e 20%, respetivamente. 
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Tabela 4.7 Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds ratio do polimorfismo NOS2-Exão16 na 
população de mulheres com fibromiomas e população controlo 
Genótipos Fibromiomas  
(N =63) 
Controlos  
(N=25) 
P ORa [IC, 95%] P*,a 
CC (%) 58 (92,1) 20 (80) 0,274 1,00 (Ref) ̶ 
CT (%) 4 (6,3) 4 (16)  
 
TT (%) 1 (1,6) 1 (4) 
CT+TT (%) 5 (7,9) 5 (20) 0,108 0,33 [0,09-1,3] 0,113 
Frequência Alélica  
C (%) 120 (95,2) 44 (88) 0,086 1,00 (Ref)  
0,115 T (%) 6 (4,8) 6 (12) 0,39 [0,12-1,3] 
OR – Odds Ratio, IC – Intervalo de confiança, P – p-value; 
* nível de significância de 5%, a ajustado para a idade; 
 
 
Como já referido, entre a população controlo e a população dos fibromiomas, após recurso 
ao teste estatístico do χ2 (χ2 = 2,586, p=0,108) não encontramos diferenças significativas entre 
elas. Como não obtivemos diferenças significativas na distribuição genotípica e alélica, nenhum 
dos resultados deve ser considerado, sendo o OR (CT+TT) = 0,33 [0,09-1,3], p=0,113 e o OR (T) 
= 0,39 [0,12-1,3], p=0,115, não significativos, como sugere o intervalo de confiança obtido e o 
respetivo valor de significância.  
Para este polimorfismo também não foi possível, em tempo útil, ultrapassar os problemas 
relacionados com a técnica para as amostras da população composta por mulheres com carcinoma 
do colo do útero. 
 
4.3 Análise do polimorfismo da Sintase do NO constitutiva (NOS3/eNOS) 
 
 4.3.1 Polimorfismo do Intrão 4a/b (27bp-VNTR) nos fibromiomas embolizados 
 
Para este polimorfismo obtivemos, com sucesso, 117 genótipos de mulheres com 
fibromiomas e 80 da população controlo. Todos os resultados foram obtidos considerando o ajuste 
para a idade. 
 
Na identificação deste polimorfismo (Figura Suplementar 8.5 do Anexo IV – C), 
encontramos, em ambas as populações em estudo, os 3 genótipos possíveis: 4b4b, homozigótico 
sem mutação, caracterizado por 1 banda com 420 bp; 4b4a, heterozigótico, caracterizado por 2 
bandas com 420, 393 bp; e, o 4a4a, homozigótico com mutação, caracterizado por 1 banda com 
393 bp. 
Procedeu-se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores esperados e observados para as 
populações. A população controlo, não se encontra em HWE (χ2= 8,800, p= 0,003), enquanto que 
a população dos fibromiomas (χ2= 0,0575, p= 0,810) respeita o equilíbrio HWE. 
Dos 3 modelos testados nos fibromiomas, 4b4b vs. 4b4a vs. 4a4a (χ2=5,191, p=0,075), 
4b4b vs. 4b4a+4a4a (χ2=3,180, p=0,075) e 4a4a vs. 4b4b+4b4a (χ2=0,467, p=0,494), os últimos 
2 modelos deram resultados mais próximos da significância. 
Na tabela 4.8, podemos observar a distribuição genotípica e frequência alélica da 
população de fibromiomas e da população controlo. Para a análise da frequência alélica, também 
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na tabela 4.8, verificamos que não existem diferentes significativas na sua distribuição entre a 
população controlo e a população de mulheres com fibromiomas (χ2 = 1,449, p=0,229). 
Na população de mulheres com fibromiomas, obtivemos para os genótipos 4b4b e 
4b4a+4a4a as frequências de 61,5% e 38,5%, respetivamente. Relativamente à população 
controlo, para os mesmos genótipos (4b4b e 4b4a+4a4a), obtivemos as frequências de 73,8% e 
26,2%, respetivamente.  
 
Tabela 4.8 Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds Ratio do polimorfismo NOS3-Intrão4a/b 
na população de mulheres com fibromiomas e população controlo 
Genótipos Fibromiomas  
(N=117) 
Controlos  
(N=80) 
P OR 
 [IC, 95%] 
P*,a 
4b4b (%) 72 (61,5) 59 (73,8) 0,075 1,00 (Ref) ̶ 
4b4a (%) 39 (33,4) 15 (18,7)  
 4a4a (%) 6 (5,1) 6 (7,5) 
4b4a + 4a4a (%)  45 (38,5) 21 (26,2) 0,075 1,4 [0,77-2,75] 0,253 
Frequência Alélica  
b (%) 183 (78) 133 (83) 0,229 1,00 (Ref) ̶ 
0,604 a (%) 51 (22) 27 (17) 1,2 [0,68-1,95] 
OR – Odds Ratio, IC – Intervalo de confiança, P – p-value; 
*nível de significância de 5%, a ajustado para a idade; 
 
Entre a população controlo e a população de mulheres com fibromiomas, após recurso ao 
teste estatístico do χ2 (χ2 = 5,191, p=0,075) não encontramos diferenças significativas entre elas, 
ainda que se possa assumir uma ligeira tendência.  
Como não obtivemos diferenças significativas na distribuição genotípica e alélica, os OR 
obtidos, OR (4b4a+4a4a) = 1,4 [0,77-2,75], p=0,253 e OR (a) = 1,2 [0,68-1,95], p=0,604, não 
devem ser considerados, uma vez que não representam qualquer significância estatística.  
 
4.3.2 Polimorfismo do Intrão 4a/b (27bp-VNTR) no Carcinoma do colo do útero 
 
 Para este polimorfismo obtivemos, com sucesso, 93 genótipos de mulheres da população 
com carcinoma do colo do útero e 80 da população controlo (Figura Suplementar 8.5 do Anexo 
IV - C). 
 
Para esta análise também se identificaram, em ambas as populações em estudo, os 3 
genótipos possíveis referidos anteriormente.   
Procedeu-se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores esperados e observados para as 
populações. A população controlo, não se encontra em HWE (χ2= 8,800, p= 0,003), enquanto que 
a população do carcinoma do colo do útero (χ2= 0,0896, p= 0,764) respeita o modelo. 
 
Dos 3 modelos testados no carcinoma do colo do útero, 4b4b vs. 4b4a vs. 4a4a (χ2= 4,625, 
p= 0,099), 4a4a vs 4b4b+4b4a (χ2= 4,572, p= 0,032) e 4b4b vs 4b4a + 4a4a (χ2= 0,315, p= 0,575), 
optamos por utilizar o modelo mais significativo para a análise estatística. 
Na Tabela 4.9, observamos as frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo para a 
população de mulheres com carcinoma do colo do útero e população controlo. 
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Na população de mulheres com carcinoma do colo do útero, obtivemos para os genótipos 
4b4b+4b4a e 4a4a as frequências de 98,9% e 1,1%, respetivamente. Relativamente à população 
controlo, para os mesmos genótipos (4b4b+4b4a e 4a4a), obtivemos as frequências de 92,5% e 
7,5%, respetivamente.  
 
Tabela 4.9 Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds Ratio do polimorfismo Intrão4a/b-NOS3 
na de mulheres com carcinoma do colo do útero e população controlo 
Genótipos CCU  
(N=93) 
Controlo 
(N=80) 
P* OR 
 [IC, 95%] 
p* 
4b4b (%) 72 (77,4) 59 (73,7) 0,099   
4b4a (%) 20 (21,5) 15 (18,8) 
4a4a (%) 1 (1,1) 6 (7,5) 1,00 (Ref) ̶ 
4b4b + 4b4a (%)  92 (98,9) 74 (92,5) 0,032 7,5 [0,88-63] 0,066 
Frequência Alélica  
b (%) 164 (88) 133 (83) 0,99 0,73 [0,43-1,22] 0,230 
a (%) 22 (12) 27 (17) 1,00 (Ref.) 
CCU – Carcinoma do colo do útero, OR – Odds Ratio, IC – Intervalo de confiança, P – p-value; 
*nível de significância de 5%.  
 
 
Entre a população controlo e a população do carcinoma do colo do útero, através de um 
teste do χ2 de Pearson, encontramos diferenças significativas (χ 2= 4,572, p= 0,032) na 
distribuição genotípica. 
Para a população de mulheres com carcinoma do colo do útero, após o ajuste pela idade, 
obtivemos um OR (4b4b+4b4a) = 7,5 [0,88-63], p=0,066, resultado que permite assumir uma 
ligeira tendência estatística, apesar de não obtermos um intervalo de confiança e valores de p-
value (p=0,066) significativos. Também para a análise da frequência alélica entre as 2 populações, 
não se verificamos diferenças na distribuição alélica (p=0,99). 
 
4.4 Análise do polimorfismo (C677T) da Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) 
 
 4.4.1 MTHFR (C667T) (rs180113) nos fibromiomas embolizados 
 
Para este polimorfismo obtivemos, com sucesso, 120 genótipos da população de mulheres 
com fibromiomas e 457 da população controlo.  
 
Na identificação deste polimorfismo (Figura Suplementar 8.6 do Anexo IV), 
encontramos, em ambas as populações em estudo, os 3 genótipos possíveis: CC, homozigótico 
sem mutação, caracterizado por 1 banda com 198 bp; CT, heterozigótico, caracterizado por 2 
bandas com 198 e 175 bp; e, o TT, homozigótico com mutação, caracterizado por 1 banda com 
175 bp. 
Para averiguar se as populações se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg 
procedeu-se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores esperados e observados. As populações 
utilizadas encontram-se em HWE (χ2= 0,0005, p= 0,981, na população controlo; χ2=1,893; 
p=0,1689, na população dos fibromiomas). 
Para os 3 modelos considerados para a população de mulheres com fibromiomas, CC vs. 
CT vs. TT (χ2=14,848, p=0,001), CC+CT vs. TT (χ2= 2,072, p=0,150) e CC vs. CT+TT 
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(χ2=14,660, p= <0,001), optamos por utilizar o último, uma vez que, é o que representa um 
resultado mais próximo da significância. 
Na Tabela 4.10, observamos as frequências genotípicas na população de mulheres com 
fibromiomas e na população controlo, bem como os valores de p obtidos através de uma análise 
χ2 de Pearson, de forma a verificar se existem diferenças significativas entre as populações ao 
nível da distribuição genotípica. 
Na população de mulheres com fibromiomas, obtivemos para os genótipos CC e CT+TT 
as frequências de 64,2% e 35,8%, respetivamente. Relativamente à população controlo, para os 
mesmos genótipos (CC e CT+TT), obtivemos as frequências de 44,4% e 55,6%, respetivamente. 
  
Tabela 4.10 Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds Ratio do polimorfismo C677T do gene 
MTHFR na população de mulheres com fibromiomas e população controlo 
Genótipos Fibromiomas  
(N=120) 
Controlos  
(N=459) 
P* OR 
 [IC, 95%] 
P* 
CC (%) 77 (64,2) 204 (44,4) <0,001 
 
 
 
<0,001 
1,00 (Ref) ̶ 
CT (%) 35 (29,2) 204 (44,4)  
TT (%) 8 (6,7) 51 (11,2) 
CT + TT (%)  43 (35,8) 255 (55,6) 0,45 [0,29-0,69] <0,001 
Frequência Alélica  
C (%) 189 (79) 612 (67) <0,001 1,00 (Ref) ̶ 
T (%) 51 (21) 306 (33) 0,54 [0,39-0,77] <0,001 
OR – Odds Ratio, IC – Intervalo de confiança, P – p-value; 
* nível de significância de 5% 
 
 
Entre a população de mulheres com fibromiomas e a população controlo, após recurso ao 
teste estatístico do χ2 de Pearson (χ2 = 14,660, p= <0,001) verificamos que existem diferenças 
significativas entre elas. Para a população de mulheres com fibromiomas, tendo o genótipo CC 
como referência, obtivemos um OR (CT+TT) = 0,45 [0,29-0,69], p=<0,001, sendo que, pela 
análise do intervalo de confiança e respetivo valor de p, verificamos que, para o desenvolvimento 
de fibromiomas, CT+TT poderá ter um efeito protetor. Também para a frequência alélica 
detetamos diferenças significativas (p=<0,001), algo também verificado para o OR (T)= 0,54 
[0,39-0,77], p=<0,001, assumindo-se um potencial papel de proteção.  
Tendo em conta que, como já referido, a distribuição deste polimorfismo é heterogénea 
entre etnias e sabendo que, a maioria das mulheres que compõem a população de mulheres com 
fibromiomas são de etnia africana (ou descendentes), foi obtida  uma população controlo de 
origem africana, na plataforma Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) e realizada uma 
nova análise, de forma a perceber se o facto de termos uma população controlo maioritariamente 
caucasiana poderá ter influência na análise estatística da distribuição genotípica e alélica (Tabela 
4.11).  
Para averiguar se a população controlo, obtida através da plataforma, se encontrava em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg procedeu-se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores 
esperados e observados. A população encontra-se em equilíbrio de HWE (χ2= 0,61, p= 0,435) 
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Tabela 4.11 Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds Ratio do polimorfismo C667T do gene 
MTHFR na de mulheres com fibromiomas e população controlo africana 
Genótipos Fibromiomas  
(N=120) 
Controlos  
(N=661) 
P OR  
[IC, 95%] 
p* 
CC (%) 77 (64,1) 549 (83,1) 0,001 1,00 (Ref) ̶ 
CT (%) 35 (29,2) 105 (15,8)  
TT (%) 8 (6,7) 7 (1,1) 
CT + TT (%)  43 (35,8) 112 (16,9) 2,04 [1,4-3,1] 0,001 
Frequência Alélica  
C (%) 189 (79) 1203 (91) <0,001 1,00 (Ref) <0,001 
T (%) 51 (21) 119 (9) 2,7 [1,9-3,9] 
OR – Odds Ratio, IC – Intervalos de confiança, P – p-value;  
*nível de significância de 5% 
  
Nesta análise estatística, a distribuição entre a população de mulheres com fibromiomas 
e a obtida para controlo de origem africana, também se verificam diferenças significativas (χ2: 
31,144, p=<0,001), mas com resultados contraditórios face aos obtidos anteriormente.  
Para a população de mulheres com fibromiomas, tendo o genótipo CC (selvagem) como 
referência, obtivemos um OR (CT+TT) = 2,04 [1,4-3,1], p=0,001, sendo que, o intervalo de 
confiança e respetivo p-value apoiam o significado estatístico, relacionando o polimorfismo com 
o desenvolvimento de fibromiomas. Para a frequência alélica, considerando como referência o 
alelo C, obtivemos um OR (T) = 2,7 [1,9-3,9], p=<0,001, sugerindo o alelo T como fator de 
suscetibilidade. 
Estes valores são discordantes com os obtidos anteriormente e isto pode dever-se à 
distribuição heterogénea da mutação entre etnias, referida anteriormente, carecendo de mais 
investigação.  
 
4.4.2 – Polimorfismo (C667T) da Metilenotetrahidrofolato redutase (rs1801133) no 
Carcinoma do colo do útero 
 
 Para este polimorfismo foram obtidos com sucesso, 117 genótipos da população de 
mulheres com carcinoma do colo do útero e 457 da população controlo. Para esta análise também 
se identificaram, para este polimorfismo (Figura Suplementar 8.5 do Anexo IV - D), em ambas 
as populações em estudo, os 3 genótipos possíveis referidos anteriormente.   
 
Para verificar se as populações se encontram em equilíbrio de Hardy-Weinberg procedeu-
se a uma análise do χ2 de Pearson entre valores esperados e observados. Ambas as populações se 
encontram em equilíbrio de HWE, controlo e mulheres com carcinoma do colo do útero (χ2= 
3,96, p= 1,00) e ( χ2=0,078; p=0,779), respetivamente. 
Para os 3 modelos considerados para a população de mulheres com carcinoma do colo do 
útero, CC vs. CT vs. TT (χ2=0,078, p=0,962), CC+CT vs. TT (χ2= 0,285, p=0,593) e CC vs. 
CT+TT (χ2=0,000, p= 1,000). 
Na Tabela 4.12, observamos as frequências genotípicas do genótipo na população de 
mulheres com carcinoma do colo do útero, na população controlo e os valores de p-value obtidos 
através de uma análise χ2 de Pearson, para verificar se existem diferenças significativas entre 
estas ao nível da distribuição genotípica. 
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Na população de mulheres com carcinoma do colo do útero, obtivemos, para os genótipos 
CC+CT e TT as frequências de 90% e 10%, respetivamente. Relativamente à população controlo, 
para os mesmos genótipos (CC+CT e TT), obtivemos as frequências de 89,7% e 10,3%, 
respetivamente. 
 
Tabela 4.12 Distribuição genotípica, frequências alélicas e Odds Ratio do polimorfismo C667T do gene 
MTHFR na população de mulheres com carcinoma do colo do útero e população controlo  
Genótipos CCU  
(N=117) 
Controlos  
(N=459) 
P OR [IC, 95%] p* 
CC (%) 52 (44,4) 204 (44,4) 0,962  
CT (%) 53 (45,3) 204 (44,4) 
TT (%) 12 (10,3) 51 (11,2) 0,8 [0,33-1,8] 0,594 
CC + CT (%) 70 (89,7) 407 (88,8) 0,593 1,00 (Ref) ̶ 
Frequência Alélica  
C (%) 157 (67) 612 (67) 0,901 1,00 [Ref)  
0,901 T (%) 77 (33) 306 (33) 1,01 [0,8-1,4] 
CCU – Carcinoma do colo do útero, OR – Odds Ratio, IC – Intervalos de confiança, P – p-value;  
* nível de significância de 5% 
 
Entre a população controlo e a população de carcinomas, após recurso ao teste estatístico 
do χ2 (χ2 = 0,285, p=0,593) não encontramos diferenças significativas entre elas. Também para a 
frequência alélica não obtivemos resultados significativos. 
 
4.5 Análise estatística da relação entre os parâmetros clínicos e os genéticos para a 
população de mulheres com fibromiomas embolizados 
 
 A potencial influência dos polimorfismos estudados na modulação dos parâmetros 
clínicos obtidos foi testada através do teste do qui-quadrado. Através da análise da Tabela 
Suplementar 8.1 e da Tabela Suplementar 8.2 (Anexo IV) podemos verificar a distribuição dos 
parâmetros clínicos pelos genótipos obtidos nos polimorfismos considerados nos genes 
relacionados com a sintase de óxido nítrico considerados (iNOS/NOS2 e eNOS/NOS3) e do 
metabolismo do folato (MTHFR), respetivamente.  
 Quando consideramos a localização do fibromioma dominante, obtivemos diferenças 
significativas na distribuição genotípica do polimorfismo presente no intrão 16 (+14C>T) da 
iNOS/NOS2 (p=<0,001).  
 Também para o número de fibromiomas observados, obtivemos uma tendência para a 
diferença na distribuição do polimorfismo presente na MTHFR.  
 
  
 
 
 
 
 
5. DISCUSSÃO 
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5.1 Discussão dos resultados da população de mulheres com fibromiomas 
 
Os fibromiomas apesar de terem uma etiologia pouco clara e na sua larga maioria se 
apresentarem assintomáticos, representam o tumor ginecológico benigno mais comum entre as 
mulheres. A sua elevada morbilidade e os custos económicos associados, suportam a importância 
da investigação que envolvem os seus mecanismos moleculares e de desenvolvimento. 
Com o avançar da investigação e do conhecimento obtido é esperado que ocorra uma 
redução dos efeitos negativos dos fibromiomas na morbilidade das mulheres, aumente o número 
de opções a nível de tratamentos e ocorra uma diminuição do número de histerectomias, levando, 
consequentemente, a menores gastos públicos em despesas hospitalares e a menores períodos de 
internamento (Hirst et al. 2008). 
A variedade de tratamentos disponíveis tem aumentado nas últimas décadas e com o 
surgimento destas novas técnicas, para além das clássicas, miomectomia e histerectomia, surge a 
necessidade de se comprovar a sua eficiência e segurança. Neste trabalho, a população de 
fibromiomas considerada provém de mulheres que se sujeitaram à técnica de embolização dos 
fibromiomas uterinos, sendo possível, não só ter uma abordagem genética dos polimorfismos 
considerados no desenvolvimento de fibromiomas, como também, analisar a eficácia do 
tratamento de acordo com os parâmetros clínicos disponíveis.   
A mediana de idades na população de fibromiomas situou-se nos 39 anos, o que está de 
acordo com o reportado em vários estudos, sendo os fibromiomas mais comuns em idade 
reprodutiva, maioritariamente na 4ª década de vida (Burn et al. 1999; Firouznia et al. 2007; Pisco 
et al. 2010; Kulkarni et al. 2016). A diferença entre idades nas duas populações consideradas 
(p=0,001), deve-se provavelmente ao facto de termos uma população controlo composta, também, 
por mulheres que se encontram na menopausa, sendo as mulheres da população patológica 
essencialmente representada por mulheres em idade reprodutiva.  
Em média, cada mulher possuía 3,6±1,7 fibromiomas, sendo que, a maioria tinha ≥ 5 
(54%). Pelage et al. (2000) referiu, que a maioria das mulheres apresenta fibromiomas múltiplos 
(69%). Pron et al. (2003) referiu que a maioria das mulheres têm entre 2 a 4 fibromiomas. 
Também Davis et al. (2009) e Spies et al. (2005) obtiveram resultados concordantes com os 
obtidos neste trabalho.  
 Relativamente à localização do fibromioma considerado dominante, a grande maioria 
representa fibromiomas intramurais (43,7%), seguindo-se os subserosos (36,7%) e submucosos 
(10,8%). Existindo por vezes, fibromiomas considerados intramural/subserosos (4,4%) e 
intramural/submucoso (4,4%). Estes resultados vão de encontro ao referido noutros trabalhos, 
onde se concluiu que os leiomiomas mais comuns são os intramurais (Pelage et al. 2000; Pron et 
al. 2003; Sulaiman et al, 2003; Spies et al. 2005; Froeling et al. 2013; Kulkarni et al. 2016). Estes 
resultados também podem ser influenciados pelo facto dos fibromiomas intramurais possuírem 
uma taxa de crescimento superior aos fibromiomas de outras localizações, o que poderá conduzir 
a um maior desenvolvimento de sintomas e consequente deteção (Mavrelos et al. 2010). 
As variações no volume uterino e do fibromioma dominante, depois do recurso à 
embolização das artérias uterinas, a par do grau de isquemia obtido e do alívio sintomático 
resultante, representam ferramentas úteis na avaliação do sucesso da técnica (Pisco et al. 2011). 
Neste trabalho verificamos que existem diferenças significativas entre os valores obtidos 
previamente e os valores obtidos após o tratamento, com uma média de 6 meses de intervalo.  
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Em relação ao volume uterino, como já referido, pode variar ao longo da vida, de acordo 
com as funções que desempenha e/ou devido a alterações patológicas (Kelsey et al. 2016), como 
por exemplo, a presença de fibromiomas. Nas mulheres caracterizadas obtivemos uma mediana 
de 303cc, que vai de encontro às alterações de volumes resultantes do desenvolvimento de 
fibromiomas (Spies et al. 2001). A redução de 34% na mediana do volume uterino, resultando em 
diferenças significativas (p=<0,001), vai de encontro ao referido em vários trabalhos. Pron et al. 
(2003), referiu uma redução média de 35% e Sena-Martins et al. (2003), ao fim de 12 semanas (3 
meses), referiu uma redução média de 56,3%. Também McLucas et al. (2001), referiu uma 
redução de 42% no volume uterino ao fim de 6 meses, valor ligeiramente diferente do obtido 
(34%). 
O volume do fibromioma dominante antes do procedimento era de 69 cc de mediana, 
enquanto que após o procedimento, essa mediana sofreu uma redução de 50%, passando para 
38.5cc (p=<0,001). Em estudos com o mesmo tempo de follow-up, como o de McLucas et al. 
(2001), Sipola et al. (2010), Hirst et al. (2008) e Burn et al. (2000), referiram uma redução do 
volume do fibromioma dominante de 31%, 44%, 47,3% e 59%, respetivamente. 
As reduções observadas, devem-se ao bloqueio do suplemento sanguíneo com recurso a 
agentes embólicos, que, conduzindo a um ambiente isquémico (mediana= 91%) leva à redução 
dos fibromiomas e consequentemente, do útero. Os resultados são concordantes com estudos 
semelhantes realizados anteriormente (Goodwin et al. 1997; Spies et al. 2005; Pisco et al. 2010).  
Apesar do sucesso obtido, parte importante da eficácia deve-se à manutenção dos 
resultados a médio e a longo prazo. Neste estudo, não conseguimos obter informações sobre a 
situação das mulheres para além dos 6 meses após o procedimento. Estudos com follow-up após 
um ano, revelaram uma redução de 50-70% relativamente ao volume do leiomioma dominante, 
com o volume uterino a acompanhar a redução (McLucas et al, 2001; Watson e Walker e Pelage, 
2002; Ravina et al. 2003). Van der Kooij et al. (2010), referiu que após 5 anos, 28,4% das 
mulheres submetidas a embolização necessitou de histerectomia, Manyonda et al. (2011), referiu 
que, 14,8% necessitaram de re-intervenção após 1 ano. Mara et al. (2008), referiu que, 2 anos 
após a intervenção, 32,8% das mulheres necessitou de re-intervenção e Edward et al. (2007), 
referiu que ao fim de 1 ano, também 9% das mulheres necessitaram de re-intervenção. 
Em trabalhos publicados, uma pequena percentagem de mulheres tem a necessidade de 
proceder a novo tratamento devido ao desenvolvimento de novos fibromiomas/crescimento dos 
fibromiomas pré-existentes. A taxa de falência sugerida por Huang et al. (2005), é de cerca de 
9,4%, considerando-se falha da técnica quando ocorre a persistência dos sintomas. Neste estudo 
não obtivemos a avaliação relativa à redução (ou não) dos sintomas, ainda assim, grande parte 
dos estudos reportam que, a maioria das mulheres (>80%) que se sujeita ao procedimento tem 
melhorias ao nível da menorreia ao fim de 6 meses (Ravina et al. 1995; McLucas et al. 2001). 
Relativamente ao número de gravidezes, verificamos que existem diferenças 
significativas entre a população composta por mulheres com fibromiomas e a população controlo, 
sendo o número de gravidezes, em média, superior na população controlo (1,22±1,64 e 1,78±0,76, 
respetivamente). Não foi possível obter informação sobre as gestações após o procedimento, nem 
se as gravidezes quantificadas seriam de termo, embora, estudos sugerem que mulheres nulíparas 
são mais suscetíveis ao desenvolvimento de fibromiomas. Sarkodie et al. (2016) e Faerstein et al. 
(2001), referiram um certo nível de proteção da paridade no desenvolvimento deste tipo de 
tumores. 
No nosso trabalho, com recurso à organização por classes das gravidezes da população 
de fibromiomas e da população controlo, realizámos uma análise para aferir os Odds Ratio das 
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classes em relação às mulheres nulíparas. Atendendo às classes consideradas, através de uma 
análise de regressão logística, obtivemos um OR (1-2) = 0,009 [0,0001-0,06], p=<0,001 e um OR 
(≥3) = 0,019 [0,0002-0,15], p=<0,001, comprovando que, a paridade é aparentemente protetora. 
Isto pode dever-se a uma menor estimulação do músculo liso uterino por parte dos estrogénios 
durante a gravidez e/ou devido à remodelação uterina pós-parto (Bairds e Dunson, 2003). 
Para a nossa população, como já referido, não foi possível obter o número de mulheres 
que engravidou após o procedimento. Ainda assim, o tratamento é frequentemente reportado 
como sendo seguro para a intenção de engravidar, sendo que, Firouznia et al. (2009), Walker and 
McDowell. (2006) e Ravina et al. (2000), referiram que 60%, 30,5% e 100%, respetivamente, das 
mulheres que tinham intenção de engravidar, conseguiram após o procedimento.  
 
Através de uma análise de correlação de Spearman, relacionamos parâmetros clínicos da 
população de mulheres com fibromiomas. Desta análise concluímos que, há uma forte correlação 
direta entre o volume do fibromioma dominante (VFD) e o volume uterino (VU) (r=0,711, 
p=<0,001), sugerindo que, como esperado, quanto maior o volume do fibromioma dominante 
maior tende a ser o volume uterino. Também para a correlação entre a redução observada do 
fibromioma dominante (RFD) e a redução uterina (RU) obtivemos valores significativos 
(r=0,300, p=0,003), sugerindo que, quanto maior a redução do fibromioma dominante, maior 
tende a ser a redução uterina. A ligeira correlação inversa entre a redução uterina (RU) e o grau 
de isquemia obtido (r= -0,227, p=0,027), sugere que, quanto menor a redução uterina maior o 
grau de isquemia obtido. Por último, registamos uma ligeira correlação inversa entre o volume 
uterino (VU) e a percentagem de redução uterina (RU) após o procedimento (r= -0,226, p=0,016), 
sugerindo que, como esperado, quanto maior o volume uterino maior tende a ser a sua redução 
após o procedimento.  
 
A técnica revelou-se eficaz, dentro do período de análise estabelecido, traduzindo uma 
redução significativa do volume uterino e do volume do fibromioma dominante, bem como o grau 
de isquemia obtido, em fatores preditivos do outcome do procedimento. Para uma melhor análise, 
sugere-se a obtenção de follow-up durante mais tempo na população de fibromiomas, bem como, 
a obtenção do número de gravidezes obtidas após o procedimento. 
 
5.1.1 Discussão da influência genética nos fibromiomas  
 
A NOS2/iNOS, como já referido, é responsável pela produção de maiores quantidades de 
NO do que as outras duas isoformas e a sua elevada expressão em tecido tumoral reflete a sua 
eventual influência no processo patológico. A NOS2/iNOS pode ser induzida por citocinas e 
hipóxia, sugerindo que, alterações no microambiente em lesões e elevada produção de NO possam 
apoiar o seu crescimento (Melillo et al. 1995). Neste trabalho, analisamos o polimorfismo 
localizado no intrão 16 (+88G>T), rs9282801, onde pretendemos elucidar um eventual papel no 
desenvolvimento de fibromiomas.    
 
Para este polimorfismo, em que ocorre uma substituição de G para T, ainda não se 
estabeleceu uma consequência clara, mas alterações no splicing/expressão do gene e/ou aumento 
da atividade da NOS2/iNOS e síntese de NO são apontados como prováveis modificações (Jorge 
et al. 2010). Buttery et al. (1993), sugeriu que a expressão de NOS2/iNOS em células dos 
neovasos promovem a angiogénese e o suplemento sanguíneo, tendo como consequência o apoio 
do desenvolvimento de tumores.  
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Para este polimorfismo, com ambas as populações em equilíbrio de Hardy-Weinberg, 
obtivemos uma ligeira tendência para a diferença na distribuição genotípica entre a população das 
mulheres com fibromiomas e a população controlo, p=0,061 (GG vs. GT + TT) e uma diferença 
significativa entre as frequências alélicas observadas, p=0,024 (G vs. T). Associado a essas 
diferenças, obtivemos os OR dos genótipos e dos alelos. Para GT+TT, obtivemos um OR=0,41 
[0,16-1,01], p=0,065, que devido ao intervalo de confiança e valor de p, não nos permite concluir 
acerca do seu grau de proteção em relação ao desenvolvimento de fibromiomas. Relativamente à 
distribuição alélica, para o alelo T obtivemos o OR= 0,44 [0,21-0,91], p=0,026, que sugere um 
potencial papel de proteção. O intervalo de confiança e o p-value reforçam estatisticamente esta 
análise. 
Apesar das consequências deste polimorfismo serem pouco claras, se tivermos em conta 
que, tal como referido, os genótipos GT/TT se associam a uma maior atividade da NOS2/iNOS e 
consequentemente, a maior produção de NO, o seu papel protetor não é linear. De facto, o NO 
tem a capacidade de promover a taxa de crescimento dos tumores (Moncada et al. 1993) e tem 
um papel na manutenção do suplemento sanguíneo (Knowles et al. 1994). Se for semelhante nos 
fibromiomas, era esperado que, uma maior atividade da NOS2/iNOS resultasse num fator de 
suscetibilidade, algo contrário ao obtido. Contudo, esta análise baseia-se apenas num só 
polimorfismo, que poderá não ser suficiente para aferir uma influência direta no metabolismo do 
NO. Por outro lado, também a influência do NO na biologia dos tumores carece de maior 
esclarecimento/investigação.  
No decorrer deste trabalho, não se encontraram trabalhos que associem este polimorfismo 
ao desenvolvimento de fibromiomas, mas os nossos resultados apoiam a hipótese de que, a 
presença do alelo T, se poderá associar a menor risco no desenvolvimento de fibromiomas.  
Para além disso, vários outros fatores poderão ter influenciado os resultados, entre eles, 
o baixo número de genótipos obtidos com sucesso e uma eventual distribuição heterogénea do 
polimorfismo entre etnias.  
Para o polimorfismo presente no exão 16 (+14C>T; Ser608Leu), rs2297518, do gene 
NOS2/iNOS, com a população controlo em equilíbrio de Hardy-Weinberg e a população 
patológica em que o equilíbrio não se assume, não detetamos diferenças significativas entre a 
distribuição genotípica (CC vs. CT+TT), p=0,108. Para a distribuição alélica (C vs. T), também 
não detetamos diferenças significativas, p=0,086. Para CT+TT, obtivemos um OR=0,33 [0,09-
1,3], p=0,113, que devido ao intervalo de confiança e valor de p, não nos permite concluir acerca 
do seu grau de proteção em relação ao desenvolvimento de fibromiomas. Relativamente à 
distribuição alélica, para o alelo T obtivemos o OR= 0,39 [0,12-1,3], p=0,115, valores que não 
revelam significância.  
Os resultados obtidos sugerem que o polimorfismo poderá não ter um papel relevante no 
desenvolvimento de fibromiomas uterinos.  
Ainda assim as referências que reportam as implicações funcionais deste polimorfismo 
indicam que, apesar de localizado no domínio catalítico da proteína, a substituição é conservativa, 
uma vez que envolve 2 aminoácidos com propriedades similares (Canzian et al. 2008), sugerindo 
que, o SNP poderá não resultar numa alteração funcional drástica. No entanto, a substituição pode 
levar a formas mais ativas de NOS2/iNOS, elevando, consequentemente, a concentração de NO 
(Holla et al. 2006).  
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Como referido anteriormente, o tamanho reduzido da amostra também poderá ter 
influenciado o resultado, sendo que, o aumento do número de amostras é importante em trabalhos 
futuros.  
A NOS3/eNOS, é a principal enzima requerida para a produção vascular constitutiva de 
NO e a existência de polimorfismos, como o de 27-bp VNTR presente no intrão 4 utilizado neste 
trabalho podem influenciar o nível de NO produzido (Su et al. 2011).  
Para o polimorfismo presente no intrão 4 (VNTR 4b/a) do gene da NOS3/eNOS, apesar 
de não verificarmos um resultado significativo na diferença entre a distribuição genotípica (4b4b 
vs. 4b4a+4a4a), podemos referir que existe uma ligeira tendência para a diferença, p=0,075, com 
um OR (4a4b+4a4a) = 1,4 [0,77-2,75]. Contudo, o intervalo de confiança e o p-value obtidos, 
p=0,232, não nos permitem retirar conclusões significativas. Para além do referido, também não 
obtivemos diferença na distribuição alélica entre as duas populações, p=0,229, sugerindo que, 
para o desenvolvimento de fibromiomas, o polimorfismo, aparentemente, poderá não ser 
influente.  A população controlo neste trabalho é composta por mulheres selecionadas a partir de 
grupos pré-existentes no laboratório, preferencialmente, deveríamos obter os controlos a partir do 
mesmo grupo de mulheres, para que fosse representativa e não sujeita a algum enviesamento (Su 
et al. 2011). 
Apesar de não existirem estudos publicados que relacionem este polimorfismo com o 
desenvolvimento de fibromiomas, Gokdeniz et al. (2000) referiu que, a expressão de NOS3/eNOS 
está aumentada no útero de mulheres com esta patologia, provavelmente devido às altas 
concentrações de estrogénios e que, esta decresce quando as mulheres se submetem a terapia com 
GnRH. Oh et al. (2013) para além de também verificar uma maior expressão de NOS3/eNOS em 
mulheres com fibromiomas, sugere que, o NO produzido poderá estar diretamente relacionado 
com a dismenorreia observada, através da estimulação indireta da síntese de prostaglandinas. Uma 
maior produção de NO, poderá resultar numa maior estimulação angiogénica e posteriormente 
apoiar o desenvolvimento de fibromiomas, podendo também, associar-se à dismenorreia, um dos 
principais sintomas referidos e que mais conduzem à suspeita da sua presença (Coronado et al. 
2000; Fleischer et al. 2008; Sabry e Al-Hendy, 2012).  
Fatores de crescimento, como TGF-β, que se expressam em resposta à lesão nos tecidos, 
nos leiomiomas estimulam a produção de matriz extracelular e reduzem a sua degradação. O NO 
poderá ter um papel na regulação da expressão genética dos genes relacionados com o TGF-β 
(Saura et al. 2005).  
Sabe-se que a hipertensão, como referido anteriormente, é um fator de risco para o 
desenvolvimento de fibromiomas, representando um estado pro-aterogénico que pode aumentar 
o risco de desenvolver fibromiomas e/ou crescimento do músculo liso uterino, uma vez que, a 
pressão sanguínea elevada conduz a alterações análogas às alterações ateroscleróticas no músculo 
liso (Faerstein et al. 2001), existindo estudos que relacionam polimorfismos presentes no gene da 
NOS3/eNOS com a suscetibilidade ao desenvolvimento de hipertensão. 
Por outro lado, em Pereira et al. (2007) sugere-se que, as evidências tendem a ser mais 
relevantes perante uma interação genética múltipla e/ou epistase entre vários marcadores 
presentes no gene do que propriamente a análise de apenas um marcador genético. Não só um 
aumento do número de amostras seria necessário para compreender o papel do polimorfismo no 
desenvolvimento de fibromiomas, bem como, preferencialmente completando com uma análise 
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de haplótipos, esperando-se que seja uma abordagem mais poderosa para detetar suscetibilidade 
genética (Kitsios e Zintzaras, 2010).  
Não obtivemos o doseamento dos níveis séricos de NO, não só devido à falta de amostras 
biológicas adequadas, mas também devido às suas propriedades, nomeadamente a curta meia-
vida e à facilidade com que oxida para nitrito. No entanto, formas de obtenção dos níveis de 
expressão de NOS3/eNOS nos tecidos ou através da quantificação dos metabolitos, poderão ser 
ferramentas úteis na realização de análises mais completas.  
O folato é um nutriente que tem sido referido como preponderante no desenvolvimento 
de neoplasias. A sua insuficiência, como já referido, pode conduzir a desregulações na síntese de 
S-adenosilmetionina, o dador metilo para as reações de metilação (incluindo a do ADN) e na 
síntese de purinas/timidina, importante na síntese de novo e integridade do ADN, requerendo 
5,10-MTHF como coenzima. Alterações na metilação e da integridade do ADN e seus sistemas 
de reparação podem suportar a tumorigénese uma vez que se ocorre a alteração da expressão de 
oncogenes (Yang et al. 2005).  
Polimorfismos funcionais no gene MTHFR podem promover alterações na sua 
expressão/atividade. Neste trabalho, o polimorfismo analisado diz respeito a uma substituição de 
C para T no nucleótido 677, resultando numa substituição de alanina para valina. Indivíduos 
homozigóticos mutados, TT, possuem apenas 30% da atividade normal, enquanto que os 
indivíduos heterozigóticos, CT, possuem cerca de 65% (Bailey et al. 1999). Este efeito deve-se à 
necessidade de ocorrer a ligação a um cofator, FAD, sendo a afinidade menor para o alelo T, em 
comparação com o alelo C (Yazdanpanah et al. 2008).  
Para o polimorfismo da MTHFR, na análise da distribuição genotípica (CC vs. CT+TT) 
entre a população controlo e a população de fibromiomas, detetámos diferenças significativas, 
p=<0,001. Também para a distribuição alélica obtivemos diferenças com significância 
(p=<0,001). Para CT+TT, o OR=0,46 [0,3-0,69], sugere um potencial efeito protetor para o 
desenvolvimento de fibromiomas. Na frequência alélica também se obtiveram diferenças 
significativas (p=<0,001), surgindo o alelo T associado a proteção (OR= 0,54 [0,39-0,77]). 
Ambas as populações se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
Devemos ter em conta que o efeito deste polimorfismo tende a ser anulado quando os 
suplementos de ácido fólico são os corretos (Girelli et al. 1998) e que, para as nossas populações, 
não possuímos o doseamento dos folatos, não sendo possível aferir, de forma mais concreta, a 
real influência do polimorfismo. 
Nas pesquisas efetuadas, não encontramos estudos que apoiem os resultados obtidos, uma 
vez que o polimorfismo nunca foi estudado na patologia em questão até à data. Contudo, sabe-se 
que os genótipos associados a proteção têm uma menor atividade enzimática, conduzindo à 
acumulação de Hcy. Este estado de híper-homocisteinemia pode promover uma redução na 
biodisponibilidade do NO, através da diminuição do transporte de arginina, importante na 
biossíntese de NO (Domagala et al. 1998; Leoncini et al. 2003). A possível influência do NO no 
desenvolvimento de fibromiomas, considerando os polimorfismos estudados, foi discutida em 
cima e essa eventual redução de substrato para a sua produção poderá ser benéfica, uma vez que, 
permite que o NO disponível seja menor e consequentemente não seja tão determinante na 
angiogénese e crescimento dos fibromiomas. Contudo, os mecanismos que envolvem a interação 
entre o MTHFR, metabolismo do folato e o desenvolvimento de fibromiomas, bem como a sua 
real importância a nível funcional, requerem mais investigação. O metabolismo do folato é 
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complexo e vários fatores podem contribuir para a sua desregulação. A riboflavina, por exemplo, 
tem sido apontada como protetora quando associada à variante mutada, TT, do polimorfismo 
(Marchand et al. 2005; Van den Donk et al. 2005).  
 
Kang et al. (2005), indicou que, a provável interação entre polimorfismos presentes no 
gene e o estado de metilação das ilhas CpG relacionadas com oncogenes, especificamente em 
mulheres com pelo menos um alelo mutado, T, é de um menor nível de hipermetilação aberrante 
na região do promotor da metil-guanina metil-transferase (MGMT), um gene reparador de ADN, 
sugerindo um efeito protetor.  
Mais estudos são necessários para a obtenção de maior conhecimento relativamente à 
influência do folato no estado de metilação em genes importantes no desenvolvimento de 
fibromiomas. Investigações ao nível da hipermetilação de genes que se possam associar ao 
desenvolvimento de fibromiomas permitem a obtenção de eventuais biomarcadores moleculares 
e na identificação de genes alvo para futuras terapêuticas.   
A influência de uma possível distribuição heterogénea do polimorfismo no estudo foi 
testada através da obtenção de uma população controlo de etnia africana a partir de uma 
plataforma (Ensemble), visto que a maioria das mulheres que compõem a população de mulheres 
com fibromiomas tem essa origem. Os resultados são contrários aos obtidos na análise entre as 
nossas duas populações, onde obtivemos um OR (CT+TT) = 2,04 [1,4-3,1], p=0,001, com um 
intervalo de confiança e respetivo valor de p que apoiam o significado estatístico de que representa 
um fator de suscetibilidade no desenvolvimento de fibromiomas. Também para a frequência 
alélica obtivemos um OR (T) = 2,7 [1,9-3,9], p=<0,001, sugerindo que o alelo T representa um 
fator de suscetibilidade.  
Para a análise em que pretendíamos aferir sobre a influência dos polimorfismos estudados 
na modulação dos parâmetros clínicos obtidos, obtivemos resultados significativos apenas para a 
distribuição do local do fibromioma para o polimorfismo localizado no intrão 16 do gene da 
iNOS/NOS2 (p=<0,001). A sua relevância para a influência do local onde se formam os 
fibromiomas carece de mais investigação.  
As conclusões a retirar carecem de mais investigação que poderá passar pela criação de 
populações com critérios de seleção mais apertados de forma a evitar que ocorram enviesamentos, 
uma vez que a população obtida através da plataforma não contempla idades, sexo e outras 
características potencialmente importantes para uma análise mais específica.  
5.2 Discussão dos resultados da população de mulheres com carcinoma do colo do útero 
 
O carcinoma do colo do útero, sendo um tumor maligno e um dos mais comuns nas 
mulheres, representa um problema de saúde pública considerável, tendo bastante atenção por 
parte da comunidade médico/científica. Devido ao elevado interesse, já se encontram 
estabelecidos de forma relativamente clara, os padrões epidemiológicos e etiológicos da doença. 
Ainda assim, sendo dotada de uma complexidade de fatores e cofatores e devido ao flagelo que 
ainda representa para as mulheres, o estudo de mecanismos fisiológicos e moleculares ainda têm 
um enorme interesse nos avanços do conhecimento à cerca desta patologia maligna.    
Neste trabalho, devido à falta de complementaridade entre as bases de dados das duas 
populações consideradas (carcinomas do colo do útero vs. população controlo), não nos foi 
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possível aferir muito à cerca de fatores extrínsecos, para além do número de gravidezes e hábitos 
tabágicos. 
Uma das características demográficas obtidas foi os hábitos tabágicos. Face à população 
controlo, detetamos diferenças entre ambas (p=<0,001), sendo os hábitos tabágicos mais comuns 
nas mulheres da população com carcinoma do colo do útero (24,7% vs. 5,5%), verificando-se que, 
o risco de mulheres fumadoras para o desenvolvimento de lesões no colo do útero é 5,7 [2,86-
11,2] vezes superior relativamente às mulheres que não possuem hábitos tabágicos (p=<0,001). 
Estes resultados são concordantes com os resultados referidos em estudos publicados em Portugal 
(Matos et al. 2005), e pode dever-se a vários aspetos, entre eles, o clorofórmio e o etanol presentes 
nos cigarros, pois têm a capacidade de atuar como estimuladores da proliferação, conduzindo ao 
aumento da angiogénese, do VEGF e através da promoção do desenvolvimento de tumores 
(Canzian et al. 2008; Jorge et al. 2010). O consumo tabágico também pode contribuir para o 
desenvolvimento da carcinogénese, uma vez que, a exposição direta ao ADN presente nas células 
cervicais epiteliais à nicotina e à cotinina e outros mecanismos que envolvem exposição a 
produtos metabólicos que resultam das reações dos componentes dos cigarros, como 
hidrocarbonos policíclicos e aminas aromáticas (Fonseca-Moutinho, 2011).  
O tempo de exposição no nosso estudo não foi considerado, mas sabe-se que, os efeitos 
a longo termo podem afetar a proliferação celular, inibir a apoptose e estimular os fatores de 
crescimento vascular (Gritz et al. 2005). Também o sistema imune das mulheres poderá 
determinar o efeito do tabaco na carcinogénese (Zeidel et al. 2002).  
A multiparidade parece associar-se ao desenvolvimento de carcinoma do colo do útero 
(Ferreira e Galvão, 2009). Relativamente aos nossos resultados, podemos verificar que, a presença 
de 1-2 gravidezes pode ter um papel protetor no desenvolvimento de carcinomas do colo do útero 
(OR (1-2 gravidezes) = 0,024 [0,003-0,186], p=<0,001) e que, apesar de termos um valor superior 
de mulheres com ≥3 gravidezes no grupo patológico, o OR (≥3 gravidezes) = 0,23 [0,03-1,85], 
p=0,168, não é significativo. Isto pode dever-se a diferenças entre a população controlo e a 
população de mulheres com carcinoma do colo do útero, carecendo de mais investigação. 
 
5.2.1 Discussão da influência genética no carcinoma do colo do útero 
 
 Como já referido, o NOS3/eNOS, é a principal enzima requerida para a produção 
vascular de NO e o polimorfismo de 27-bp VNTR presente no intrão 4 pode, tal como outros 
polimorfismos deste gene, influenciar os níveis de NO produzido (Su et al. 2011). 
Para este polimorfismo, detetamos diferenças significativas na distribuição genotípica 
entre as populações (4a4a vs. 4b4b+4b4a), p=0,032, com OR (4b4b+4b4a) = 7,5 [0,88-63], 
p=0,066. Para a distribuição alélica também não observamos diferenças (p=0,99). Apesar da 
diferença na distribuição genotípica, a distribuição alélica e respetivos valores de p, não nos 
permitem concluir se existe uma associação entre o desenvolvimento de carcinomas do colo do 
útero e este polimorfismo.  
Relativamente a trabalhos publicados, já existem alguns referentes à influência do 
polimorfismo nesta patologia ou noutras patologias malignas, como o caso do cancro da próstata 
(Medeiros et al. 2003; Amasyali et al. 2012) e do cancro da mama (Ramirez-Patino et al. 2013) 
contudo, os resultados não são concordantes com os obtidos neste estudo. Sugerindo que, as 
alterações que este polimorfismo possa implicar na expressão da NOS3/eNOS e, 
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consequentemente, na produção de NO, talvez não se tenham tornado visíveis devido ao número 
de amostras ou fatores associados com as populações utilizadas, carecendo de mais investigação. 
Para além disso, tal como referido anteriormente, as evidências poderão ser mais 
relevantes perante uma interação genética múltipla entre vários marcadores moleculares presentes 
no gene do que a análise de apenas um marcador (Pereira et al. 2007). Uma análise, 
preferencialmente completa com uma análise de haplótipos, poderia tornar a abordagem 
estatística mais poderosa na deteção de suscetibilidades genéticas (Kitsios e Zintzaras, 2010), uma 
vez que, a análise isolada de um polimorfismo poderá não revelar influência devido ao seu 
pequeno contributo.  
Para o polimorfismo da MTHFR, na análise da distribuição genotípica (CC vs. CT+TT) 
do polimorfismo C677T entre a população controlo e a população de mulheres com carcinoma 
do colo do útero, não detetamos diferenças significativas para as distribuições genotípicas 
(p=0,593) e alélicas (p=0,901). Ambas as populações se encontram em equilíbrio de Hardy-
Weinberg.  
Como referido, uma ingestão correta de acido fólico pode ser suficiente para anular os 
efeitos da presença do polimorfismo e diversos estudos publicados têm sugerido que nas mulheres 
com ingestão correta de acido fólico há uma menor persistência do HPV (Rosl et al. 1993; Sedjo 
et al. 2002), sendo espectável que, o genótipo heterozigótico e o homozigótico recessivo 
pudessem representar risco quando presentes em mulheres com défice de ácido fólico. O 
deficiente estado de folato encontra-se relacionada com a incorporação anormal de uracilo (em 
substituição da timina), conduzindo a lesões na cadeia de ADN devido a capacidade de reparação 
debilitada (Eichholzer et al. 2001; Powers, 2005). 
Piyathilake et al. (2000), referiu que a mutação representa risco para o desenvolvimento 
do carcinoma do colo do útero, tal como a multiparidade, e que isso se deve ao exigente 
requerimento de folato, tornando as mulheres mais suscetíveis. Estudos sugerem que uma dieta 
rica em fruta e vegetais, e consequente correta ingestão de folato, possam se protetoras para o 
desenvolvimento de carcinoma do colo do útero (Potischman et al. 1996; Hirose et al, 1998; 
Steinmetz et al. 1996). Também Weinstein et al. (2001) e Ziegler et al. (2002), sugerem um 
aumento do risco em mulheres com elevadas concentrações de homocisteína, concordante com 
os estudos referidos anteriormente, que associam a mutação (e consequente aumento de Hcy no 
plasma, devido à menor atividade) como um fator de risco.  
Por outro lado, Zoodsma et al. (2005) referiu uma redução do risco em mulheres 
portadoras do genótipo heterozigótico e homozigótico mutado e Hunao et al. (2004) referiu um 
efeito protetor da mutação. A influência do polimorfismo no carcinoma do colo do útero ainda se 
encontra por esclarecer, devido aos estudos contraditórios que têm sido publicados.  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS
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Os fibromiomas representam os tumores ginecológicos benignos mais comuns nas mulheres, 
em idade reprodutiva, representando um problema de saúde pública e nos custos económicos que 
representam para a sociedade. A maior disponibilidade de técnicas permite uma melhor 
abordagem à patologia, tendo em conta fatores biológicos e sociais das mulheres envolvidas. 
Devido às discrepâncias entre a maioria dos estudos publicados, maior investigação é necessária 
para aferir sobre os efeitos das caraterísticas tumorais na eficácia da técnica de embolização de 
fibromiomas uterinos. 
  
A técnica de embolização dos fibromiomas uterinos (EFU) tem revelado ser segura e eficaz, 
sendo o seu principal objetivo a eliminação dos sintomas associados através de um procedimento 
mais simples e seguro que os principais procedimentos utilizados (miomectomia e histerectomia). 
Neste estudo, para além da análise das características clínicas utilizadas para avaliar a eficácia 
da embolização de fibromiomas uterinos (volumes do fibromioma dominante, uterino e grau de 
isquemia), também se pretendeu identificar fatores genéticos potencialmente envolvidos no 
desenvolvimento de fibromiomas. 
 
A partir dos resultados obtidos foi possível concluir que: 
• O polimorfismo presente no intrão 16 (+88G>T) da NOS2/iNOS parece ser um fator 
de proteção para o desenvolvimento de fibromiomas. Enquanto que o polimorfismo 
presente no exão 16 (+16C>T) não revelou influência significativa no 
desenvolvimento de fibromiomas.   
• O polimorfismo presente no intrão 4 (27bp-VNTR) da NOS3/eNOS, não aparenta ter 
um papel na modulação do risco de desenvolvimento de fibromiomas. Ainda assim, 
as evidências referidas por outros autores reforçam a necessidade de se obterem mais 
amostras para que se possa esclarecer melhor a sua influência.  
• O polimorfismo C667T do gene MTHFR aparenta ser um fator de proteção no 
desenvolvimento de fibromiomas quanto às populações consideradas em estudo. Por 
sua vez, a análise efetuada com um grupo controlo de origem africana revelou 
resultados contrários aos obtidos, surgindo o polimorfismo associado a 
suscetibilidade no desenvolvimento de fibromiomas. O mecanismo pelo qual a 
mutação possa promover esta proteção evidente no desenvolvimento de fibromiomas 
ainda não é claro, carecendo de mais investigação, uma vez que através da obtenção 
de uma população controlo a partir da plataforma não temos acesso a características 
demográficas e clínicas.  
• Os polimorfismos estudados na população de mulheres com fibromiomas, 
estatisticamente, apesar da significância obtida para a localização do fibromioma 
dominante para o polimorfismo localizado no intrão 16 (+88G>T) da iNOS/NOS2, 
na sua maioria, não influenciam os parâmetros clínicos avaliados.  
 
O carcinoma do colo do útero, apesar dos esforços preventivos e da investigação que 
permitem atualmente o estabelecimento de vários fatores de risco associados ao seu 
desenvolvimento, ainda representa um dos tumores mais comuns nas mulheres, sendo a sua 
investigação extremamente necessária.  
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A partir dos resultados obtidos foi possível concluir que: 
 
• A multiparidade, apesar de ser um fator de risco bastante referido, neste trabalho, não 
se verifica essa influência. Este resultado deve-se, provavelmente, a diferenças entre 
as populações consideradas.  
• Os hábitos tabágicos associam-se a um risco 5,7 [2,86-11,2] vezes superior para o 
desenvolvimento de lesões no colo do útero face às mulheres não fumadoras.  
• O polimorfismo 27bp-VNTR presente no intrão 4 na NOS3/eNOS, apesar de 
diferenças significativas na distribuição genotípica (p=0,032), após o ajuste das 
idades, não se verificaram conclusões significativas ao nível da 
suscetibilidade/proteção.  
• O polimorfismo C677T, presente no gene da MTHFR, não revelou diferenças 
estatísticas entre as duas populações consideradas. A obtenção de um maior número 
de amostras é necessária para que se esclareça uma eventual influência do 
polimorfismo.  
 
Por fim, através da análise dos resultados para ambos os tumores (carcinoma do colo do 
útero vs. fibromiomas) e para os polimorfismos considerados, não identificamos fatores de 
suscetibilidade comuns, algo espectável, uma vez que, apenas 1% dos fibromiomas tendem a 
sofrer malignação, sugerindo que as patologias partilham mecanismos de desenvolvimento 
diferentes.  
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8. ANEXOS 
 
Anexo I – Imagens Suplementares 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura Suplementar 8.1 – Localização dos fibromiomas uterinos. Alguns miomas podem considerar-se uma mistura 
de tipos, como é ilustrado na imagem (A, B, C) (Adaptado à língua a partir de Stewart, 2001). 
Figura 8.2 - Embolização das artérias uterinas. Através da colocação de um cateter angiográfico nas artérias uterinas 
via artéria femoral comum, procede-se à injecção de agentes embólicos (por exemplo, partículas de álcool polivinil em 
ambas as artérias até que o fluxo se reduza. A e B – ilustração da técnica, C – Angiograma que mostra o fluxo sanguíneo 
antes do procedimento, D – angiograma que demonstra o fluxo sanguíneo após o procedimento (Adaptado à língua de 
Tropeano et al. 2008). 
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Anexo II – Consentimento Informado 
 
Consentimento Informado e Livre para Testes de Susceptibilidade  
 
A análise de biomarcadores entre eles os genéticos (genoma) que estão envolvidos nas 
doenças em geral podem ser estudadas e identificadas com o objectivo de determinar as causas 
genéticas/ susceptibilidade em indivíduos com o diagnóstico clínico de _________________, 
assim como na prevenção de doenças associadas e contribuir para o conhecimento sobre os 
mecanismos bio fisiopatológicos nas pessoas afectadas ou em risco/ susceptibilidade. 
Fui informado(a) de forma adequada e inteligível sobre os mecanismos biológicos da 
doença, o seu modo de transmissão, o impacto na família, a evolução da sua história natural, a 
existência de terapêuticas ou intervenções médicas/ cirúrgicas possíveis, assim como a ausência 
das mesmas.  
Decido livremente efectuar ou não efectuar (riscar o que não interessa) o estudo de biomarcadores referido, 
anteriormente.  
Para este estudo é necessária a colheita de amostra de sangue, cerca de 2 a 5 ml no total. As 
amostras colhidas serão utilizadas apenas para o estudo de biomarcadores (genéticos e outros) da 
doença acima referida  
 
Autorizo a colheita de sangue para estudo de: 
 - Susceptibilidade (  ) 
 - Investigação  (  ) 
 
 
Autorizo/não autorizo (riscar o que não interessa) que o meu nome e informação clínica façam /não façam 
(riscar o que não interessa) parte do registo informático anonimizado do Laboratório de Genética que a 
amostra de sangue possa/não possa (riscar o que não interessa) ser utilizada para investigação desta doença, 
de forma anonimizada.  
 
Assinatura do consultado/a doente/ CI/familiar  
Nome completo 
 
_______________________________________________________________________ 
Serviço/Hospital/Unidade de Saúde  
Nº do Processo _________    Local ____________  data Dia /Mês/Ano ____ /____/________ 
 
Nome do Médico 
Assinatura ____________________________________________________________________ 
Nº Cédula Profissional / Vinheta ___________________________________________________ 
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Anexo III – Protocolos Extração de ADN e tampões de PCR 
 
A. Protocolo de extração pelo método de Salting-Out  
 
1. O sangue periférico é colhido num tubo com anticoagulante EDTA.  
2. Transfere-se 2mL para um tubo graduado de 10mL.  
3. Adiciona-se 1 volume de TKM X-100, por cada volume de sangue.  
4. Adiciona-se 25mL de IPGEPAL CA 630 por cada mL de sangue; este componente lisa as 
células, libertando os componentes intracelulares.  
5. O tubo é agitado 4-5 vezes por inversão vigorosa.  
6. Segue-se uma centrifugação a 2200rpm, à temperatura de aproximadamente 4ºC, durante 
15min, que deve ser repetida caso o pellet formado não adira ao fundo do tubo.  
7. O sobrenadante é rejeitado. Conserva-se o pellet que contém, entre outros constituintes, DNA. 
Adiciona-se 1mL de tampão TKM 1 por cada mL de sangue.  
8. Centrifuga-se à mesma temperatura, a 1600rpm e por um período de 10min, descartando-se o 
sobrenadante.  
9. O passo anterior é repetido no máximo 2 vezes, de forma a obter um pellet branco, evitando 
assim perdas excessivas de DNA.  
10. Ressuspende-se o pellet (vórtex) na solução TKM 2 numa proporção de 160μL de tampão por 
mL de sangue.  
11. Adiciona-se 10μL de SDS 10% por mL de sangue e a mistura é ressuspendida com o auxílio 
de uma micropipeta. Este reagente dissolve as proteínas ainda existentes em solução.  
12. Incuba-se a 55ºC durante 10min.  
13. Ao fim deste intervalo de tempo o conteúdo do tubo é transferido para um eppendorf ao qual 
se adicionam 60μL de NaCl saturado por mL de sangue. Visualiza-se de imediato a precipitação 
de proteínas existentes na suspensão de DNA que formam uma fase branca opaca distinta de outra 
completamente transparente (suspensão de DNA); este tubo é agitado através do vórtex.  
14. Centrifuga-se (centrífuga de tubos de reacção) a 1200rpm, à temperatura ambiente e por 
30min (salting-out).  
16. Verte-se o sobrenadante, que contém o DNA, resultante da centrifugação anterior para um 
tubo de vidro e adicionam-se 2 volumes de etanol absoluto gelado (colocado a -20ºC, cerca de 
5min antes de ser utilizado).  
17. O tubo, devidamente selado, é invertido suavemente até precipitação do DNA.  
18. Ressuspende-se o DNA em 200μL de tampão TE previamente colocados no tubo de reacção 
devidamente rotulado e armazena-se a 4ºC. 
 
B. Reagentes da extração de ADN 
 
TKMX-100: 2,5 % (v/v) Triton X-100 diluído em tampão TKM1  
Tampão TKM1: 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 2 mM EDTA  
Tampão TKM2: 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 mM KCl,10 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 0,4 M NaCl  
IGEPAL CA-630 - octilfenoxi polietoxietanol (Sigma-Aldrich)  
Dodecil sulfato de sódio (SDS- Sodium dodecyl sulfate) a 10%  
NaCl 6M  
Tampão TE: 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA  
Etanol absoluto 
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C. Tampão de PCR e TAE 10x 
 
Tampão Master Mix (1U/µl) 
(Thermo Scientific) 
 
DreamTaq DNA Polymerase, 2X DreamTaq Green buffer, 
dNTPs e 4 mM MgCl2 
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012622_PCR_Master_2X_K0171_U
G.pdf 
 
Tampão TAE 10X  48,4g Tris  
11,4 mL de ácido acético  
37,22g Na2EDTA + 4g NaOH para 200mL H2O  
 
Anexo IV - Análise Genética e Tabelas Suplementares 
 
A – Perfil eletroforético do polimorfismo do Intrão 16 (+88G>T) (rs9282801) 
 
 
 
 
 
 
 
 
B – Perfil eletroforético do polimorfismo do Exão 16 (+16C>T) (rs2297518) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura suplementar 8.4 – Perfil eletroforético do polimorfismo presente no exão 16 do gene NOS2 em gel de 
agarose. M – marcador de peso molecular (DNA Ladder 50 bp); 2 e 5 – fenótipo homozigótico sem mutação CC (285 
bp + 170 bp); 1 e 3 fenótipo heterozigótico CT (285 bp + 170 bp + 137 bp + 33 bp); 4 – fenótipo homozigótico com 
mutação TT (285 bp + 137 bp) (Prabhudas, 2013). 
Figura suplementar 8.3 – Perfil eletroforético do polimorfismo presente no intrão 16 do gene NOS2 em gel de 
agarose. M – marcador de peso molecular de DNA (DNA Ladder 50 bp); 2, 3 e 4 – fenótipo homozigótico sem mutação 
GG (455 bp); 5 e 7 – fenótipo heterozigótico GT (455 bp + 263 bp + 192 bp); 1 e 6 – fenótipo homozigótico com 
mutação TT (263 bp + 192 bp) (Prabhudas, 2013). 
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198 bp 
175 bp 
C – Perfil eletroforético do polimorfismo 27-bp VNTR do intrão 4 (4b/a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D  – Perfil eletroforético do polimorfismo C677T (1801133) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura suplementar 8.5 - Perfil eletroforético do polimorfismo 4a/b do gene NOS3, 27bp-VNTR em gel de 
agarose. M – marcador molecular (GeneRulerTM 50bp DNA ladder Fermentas); 2 – fenótipo homozigótico mutado 
4a4a (393 bp); 3, 7, 8, 11 - fenótipo heterozigótico 4b4a (420 bp + 393 bp); 4,5,6,9,10 - fenótipo homozigótico 4b4b 
(420 bp); 12 – Controlo negativo; 
 
 
 
 
Figura suplementar 8.6 - Perfil eletroforético dos fragmentos do gene MTHFR-RFLP em gel de agarose. M 
– Marcador (Mass Ruler, DNA Ladder Low range, Fermentas); 1,3 – fenótipo homozigótico mutado TT (175 bp); 
2,4,5,8,10 – fenótipo heterozigótico CT (198 bp + 175 bp); 6,7,9,11 – fenótipo homozigótico selvagem CC (198 
bp); C – Controlo negativo; 
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Tabela Suplementar 8.1 Distribuição dos parâmetros clínicos pelos genótipos dos polimorfismos da iNOS/NOS2 e eNOS/NOS3 para a população de mulheres com 
fibromiomas embolizados. 
NF – Número de fibromiomas; VFD_Pré – Volume do fibromioma dominante antes da embolização das artérias uterinas; LFD – Localização do fibromioma dominante; I – Intramural; SubS- 
Subseroso; SubM – Submucoso; I/SubS – Intramural/Subseroso; I/SubM – Intramual/Submucoso; T – Total; 1 Teste do qui-quadrado; 
Polimorfismos NF VFD_PRÉ ISQUEMIA LFD 
1 2-4 ≥5 P1 ≤27 28-68 69-162 ≥163 P1 <90 ≥90 P1 I SubS SubM I/SubS I/SubM P1 
In
tr
ã
o
 1
6
  
+
8
8
G
>
T
 
(r
s9
2
8
2
8
0
1
) 
GG 14 
(77,8) 
7 
(58,3) 
20 
(64,5) 
 
0,41 
9 
(64,3) 
9 
(69,2) 
11  
(73,3) 
12  
(80) 
 
0,78 
9 
(81,8) 
20 
(66,7) 
 
0,48 
21  
(84) 
15  
(62,5) 
3  
(75) 
1  
(33,3) 
1  
(50) 
 
<0,001 
GT 3 
(16,7) 
3  
(25) 
10 
(32,3) 
4 
(28,6) 
2 
(15,4) 
3 
(20) 
3  
(20) 
2 
(18,2) 
7 
(23,3) 
4  
(16) 
9  
(37,5) 
0  
(0) 
1  
(33,3) 
0  
(0) 
TT 1 
(5,6) 
2 
(16,7) 
1  
(3,2) 
1  
(7,1)    
2 
(15,4) 
1      
(6,7) 
0  
(0) 
0  
(0) 
3  
(10) 
0  
(0) 
0 
 (0) 
1  
(25) 
1  
(33,3) 
1  
(33,3) 
GG 14 
(77,8) 
7 
(58,3) 
20 
(64,5) 
0,49 
9 
(64,3) 
9 
(69,2) 
11  
(73,3) 
12  
(80) 
0,81 
9 
(81,8) 
20 
(66,7) 
0,35 
21  
(84) 
15  
(62,5) 
3  
(75) 
1  
(33,3) 
1  
(50) 
0,25 
GT+TT 4 
(22,2) 
5 
(41,7) 
11 
(35,5) 
5 
(35,7) 
4 
(30,8) 
4  
(26,7) 
3  
(20) 
2 
(18,2) 
10 
(33,3) 
4  
(16) 
9  
(37,5) 
1  
(25) 
2  
(66,7) 
1  
(50) 
Total (100%) 18 12  31   14  13 15  15  11  30   25  24  4  3  2   
E
x
ã
o
 1
6
  
+
1
4
C
>
T
 
(r
s2
2
9
7
5
1
8
) 
CC 9  
(90) 
13 
(100) 
24 
(85,7) 
 
0,11 
10 
(76,9) 
14 
(100) 
12 
(92,3) 
10 
(100) 
 
0,35 
8  
(100) 
22 (88)  
0,59 
19  
(95) 
22  
(91,7) 
3  
(100) 
1  
(100) 
3  
(5,9) 
  
 
0,95 CT 0  
(0) 
0  
(0) 
4 
(14,3) 
2 
(15,4) 
0  
(0) 
1  
(7,7) 
0  
(0) 
0  
(0) 
2  
(8) 
1  
(5) 
2  
(8,3) 
0  
(0) 
0  
(0) 
0  
(0) 
TT 1  
(10) 
0  
(0) 
0  
(0) 
1  
(7,7) 
0  
(0) 
0  
(0) 
0  
(0) 
0  
(0) 
1  
(4) 
0  
(0) 
0  
(0) 
0  
(0) 
0 
(0) 
0 
(0) 
CC 9 
 (90) 
13 
(100) 
24 
(85,7) 
0,36 
10 
(76,9) 
14 
(100) 
12 
(92,3) 
10 
(100) 
0,11 
8  
(100) 
22 (88) 
0,30 
19  
(95) 
22  
(91,7) 
3  
(100) 
1  
(100) 
3  
(5,9) 
0,95 
CT+TT 1  
(10) 
0  
(0) 
4 
(14,3) 
3 
(23,1) 
0  
(0) 
1  
(7,7) 
0  
(0) 
0  
(0) 
3  
(12) 
1  
(5) 
2  
(8,3) 
0  
(0) 
0  
(0) 
0  
(0) 
Total (100%) 10  13  28  13  14  13 10   8  25  20 24 3 1  3  
In
tr
ã
o
 4
 (
a
/b
) 
 
(2
7
b
p
-V
N
T
R
) 
bb 15 
(57,7) 
15 
(78,9) 
31 
(59,6) 
 
0,14 
14 
(58,3) 
15  
(60) 
15 
(65,2) 
16 
(66,7) 
 
0,88 
10 
(58,8) 
30 
(63,8) 
 
0,58 
22 
(57,9) 
24  
(58,5) 
5 
(62,3) 
4  
(80) 
5  
(100) 
 
0,73 
ba 9 
(34,6) 
2 
(10,5) 
20 
(38,5) 
8 
(33,3) 
8  
(32) 
8 
(34,8) 
7 
(29,2) 
7 
(41,2) 
15 
(31,9) 
13 
(34,2) 
15  
(36,6) 
3 
(37,5) 
1  
(20) 
0  
(0) 
aa 2 
(7,7) 
2 
(10,5) 
1 
(1,9) 
2  
(8,3) 
2 
(8) 
0 
(0) 
1  
(4,2) 
0 
(0) 
2 
(4,3) 
3  
(7,9) 
2  
(4,9) 
0  
(0) 
0 
(0) 
0 
(0) 
bb 15 
(57,7) 
15 
(78,9) 
31 
(59,6) 
0,27 
14 
(58,3) 
15  
(60) 
15  
(65,2) 
16 
(66,7) 
0,92 
10 
(58,8) 
30 
(63,8) 
0,72 
22 
(57,9) 
24  
(58,5) 
5 
(62,3) 
4  
(80) 
5  
(100) 
0,38 
ba+aa 11 
(42,3) 
4 
(21,1) 
21 
(40,4) 
10 
(41,7) 
10  
(40) 
8  
(34,8) 
8 
(33,3) 
7 
(41,2) 
17 
(36,2) 
16 
(42,1) 
17  
(41,5) 
3 
(37,5) 
1  
(20) 
0  
(0) 
Total (100%) 26  19  52   24  25  23  24   17 47   38  41  8  5  5   
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Tabela Suplementar 8.2 Análise da distribuição dos parâmetros clínicos considerados pelos genótipos obtidos para o polimorfismo da MTHFR para a população de mulheres 
com fibromiomas embolizados. 
NF – Número de fibromiomas; VFD_Pré – Volume do fibromioma dominante antes da embolização das artérias uterinas; LFD – Localização do fibromioma dominante; I – Intramural; SubS- 
Subseroso; SubM – Submucoso; I/SubS – Intramural/Subseroso; I/SubM – Intramual/Submucoso; T – Total; 1 Teste do qui-quadrado; 
 
Polimorfismo NF VFD_PRÉ ISQUEMIA LFD 
1 2-4 ≥5 P1 ≤27 28-68 69-162 ≥163 P1 <90 ≥90 P1 I SubS SubM I/SubS I/SubM P1 
M
T
H
F
R
 (
C
6
6
7
T
) 
(r
s1
8
0
1
1
3
) 
CC 12 
(48) 
13 
(65) 
37 
(71,2) 
 
0,06 
12 
(52,2) 
15 
(65,2) 
16 
(66,7) 
16  
(64) 
 
0,59 
11 
(68,8) 
28 
(60,9) 
 
0,85 
23  
(59) 
27  
(69,2) 
3 
(37,5) 
4 
(80) 
3  
(50) 
 
0,51 
CT 13 
(52) 
5 
(25) 
11 
(21,2) 
7 
(30,4) 
7 
(30,4) 
7 
(29,2) 
8 
(32) 
4 
(25) 
14 
(30,4) 
12 
(30,8) 
10 
(25,6) 
3 
(37,5) 
1 
(20) 
3 
(50) 
TT 0  
(0) 
2 
(10) 
4 
(7,7) 
4 
(17,4) 
1 
(4,3) 
1 
(4,2) 
1 
(4) 
1 
(6,3) 
4  
(8,7) 
4 
(10,3) 
2 
(5,1) 
2 
(25) 
0 
(0) 
0 
(0) 
CC 12 
(48) 
13  
(65) 
37 
(71,2) 
0,14 
12 
(52,2) 
15 
(65,2) 
16 
(66,7) 
16 
(64) 
0,73 
11 
(68,8) 
28 
(60,9) 
0,57 
23 
(59) 
27 
(69,2) 
3 
(37,5) 
4 
(80) 
3 
(50) 
0,39 
CT+TT 13 
(52) 
7  
(35) 
15 
(28,8) 
11 
(47,8) 
8  
(34,8) 
8  
(33,3) 
9  
(36) 
5 
(31,3) 
18 
(39,1) 
16  
(41) 
12  
(30,8) 
5 
(62,5) 
1 
(20) 
3  
(50) 
Total (100%) 25 20 52  23 23 24  25  16 46  39 39 8 5 6  
